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“Wisdom is to have dreams that are big enough

not to lose sight when we pursue them”

Oscar Wilde
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RESUMEN

Streptococcus pneumoniae (neumococo) continua siendo el principal agente etiologico de la
neumonia adquirida en la comunidad en el mundo entero. Las defensas innatas son esenciales para
la deteccion del neumococo y el control de la infeccion, en especial en etapas tempranas de la
neumonia. Sin embargo, la bacteria ha desarrollado mecanismos de evasidn que le permiten escapar
de la inmunidad natural, resultando muchas veces en la progresion de la enfermedad. La creciente
aparicién de cepas resistentes a antibiéticos, sumado al alto costo de los tratamientos y estrategias
de profilaxis hace imperativo el desarrollo de nuevos tratamientos que puedan complementar los ya

disponibles.

Este trabajo se ha enfocado en el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento contra la
neumonia neumocécica basadas en el uso de inmunoestimulantes del sistema innato, administrados
por ruta mucosa. Partiendo de la hipotesis de que la activacion de las defensas innatas es suficiente
para impedir la progresién de la enfermedad, se evalud la capacidad de diferentes agonistas de
receptores innatos de conferir proteccién frente a la neumonia invasiva en ratones, empleando cepas
clinicas de S. pneumoniae. Se demostré que la proteccion puede ser conferida tanto empleando
agonistas de receptores activados normalmente por neumococo, como empleando agonistas de
receptores que no son activados por neumococo durante una infeccién natural. Sin embargo, no
todos los receptores activan respuestas protectoras y la estimulacion por ciertas vias puede llegar

incluso a tener consecuencias negativas.

Flagelina de Salmonella enterica serovar Typhimurium, ligando de TLR5/NLRC4-NAIP5, fue uno de
los agonistas estudiados. Flagelina confiri6 mayor proteccidon que cualquiera de los otros agonistas
probados, al ser administrado por ruta intranasal por lo que se realiz6 la caracterizacion de los
mecanismos moleculares y celulares asociados a su capacidad de inducir proteccién contra la
neumonia neumocoécica. Los resultados sugieren que el efecto protector requiere del reclutamiento
de neutréfilos hacia los espacios alveolares, lo que se logra a través de la secrecidn de citoquinas de
la familia ELR-CXC por parte de las células epiteliales de la mucosa respiratoria y es independiente
de células B, T y anticuerpos. La proteccién mostrd ser dependiente de la presencia del motivo de
unién a TLR5 en la molécula pero no de la region de interaccion con NLRC4-NAIPS5, sugiriendo que
los efectos observados dependen del reconocimiento extracelular de flagelina a través de TLR5 pero

no del inflamasoma. La terapia demostré ser eficaz contra dos serotipos diferentes de neumococo.

En segunda instancia, se realiz6 la puesta a punto de un modelo de inmunoterapia sublingual y se
evalué la capacidad de flagelina de conferir proteccion frente al desafio intranasal con neumococo
administrada por esta ruta, obteniéndose un buen grado de proteccién. Al igual que en el modelo de
instilacion intranasal, la proteccién inducida por administracion sublingual de flagelina, requirio
reclutamiento de neutrdfilos y de la activacion de la via TLR5, pero no de la activacion de
inflamasoma via NLRC4-NAIPS.



Como dltimo tema se estudidé la capacidad adyuvante de flagelina en vacunas de aplicacion
sublingual. Empleando ovoalbimina como antigeno modelo se comprobd que la administracién de
flagelina en conjunto con el antigeno incrementa la respuesta de anticuerpos especificos en suero,
observandose un perfil de subclases mixto con predominio del perfil Th2. Empleando un modelo de
transferencia adoptiva de células T transgénicas para el receptor T y condicionada para reconocer el
fragmento 323-339 de la ovoalbimina en contexto MHC-II, se estudi6 la capacidad de flagelina de
inducir su proliferacién en respuesta a una Unica inmunizacién sublingual y se determind la
localizacion anatomica de la respuesta. Se estudié ademas la contribucién de los receptores TLR5 y
NLRC4-NAIP5 confirmandose que la sefializacion a través de uno solo es suficiente para el efecto
adyuvante observado. Por Ultimo, se analiz6 la capacidad de flagelina de promover procesamiento

antigénico y expresion de moléculas estimuladoras en células dendriticas derivadas de médula 6sea.

En suma, este trabajo destaca las ventajas de la potenciaciéon de la inmunidad innata en mucosas
mediante el empleo de Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos (PAMPS) para el desarrollo de
nuevas estrategias de tratamiento y profilaxis de las infecciones respiratorias, y en particular las

causadas por S. pneumoniae.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

I.1. Infecciones del tracto respiratorio: Neumonia adquirida

en la comunidad y el estado actual del problema.

La mayoria de los patdbgenos humanos invaden el organismo a través de las superficies mucosas,
particularmente a través de la mucosa respiratoria. La mortalidad y morbilidad causada por las
infecciones del tracto respiratorio (ITR) son un serio problema para la salud publica a nivel mundial,
afectando a todos los rangos etarios de la poblacion y a los nifios y adultos mayores de manera mas

importante [1].

Dentro de las ITRs se encuentra la neumonia adquirida en la comunidad (NAC), la cual se define
como la infeccion aguda del parénquima pulmonar que afecta a pacientes no hospitalizados [2].
Cuando la NAC progresa a casos graves provoca, ademas de falla respiratoria severa, septicemia e
incluso la muerte [3]. Esta enfermedad es la primera causa de muerte por infeccion en el mundo
desarrollado y la sexta causa de muerte en general [3,4]. Es una de las infecciones mas frecuentes
de la infancia, observandose entre 1000 y 4000 casos cada 100.000 nifios al afio [2] y continla
siendo la principal causa de muerte en menores de 5 afios en todo el planeta [5,6]. Se estima que
alrededor de 1.4 millones de nifios mueren anualmente por esta enfermedad. Este niimero resulta
alarmante considerando que la cantidad de muertes causadas (nicamente por neumonia, supera a

aquéllas causadas por malaria, tuberculosis y VIH consideradas en conjunto [6].

Los patdgenos bacterianos mas comunmente asociados con la NAC son Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, estreptococos de grupo A y Moraxella catarrhalis. Otros patégenos que
causan NAC con menos frecuencia (NAC atipica) son Staphylococcus aureus meticilino-resistente,
bacilos Gram negativos dentro de los que se han identificado Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa y algunos virus [3]. En muchos casos la NAC se presenta como no clasificable dado que

no logra aislarse el agente etiologico [2,3].

La aparicion de las vacunas conjugadas, en particular la vacuna contra H. Influenzae tuvo un impacto
muy importante en el control de las infecciones respiratorias causadas por ese patégeno, que hasta
entonces representaba el primer agente etioldgico de la NAC. Sin embargo, ese nicho ha sido

ocupado por otros microorganismos [7,8].

Aunque la mortalidad asociada a la NAC ha descendido desde la introduccion de los antibiéticos
hace 6 décadas, hasta ahora no han surgido nuevas terapias de eficacia comparable capaces de
reducir el indice de mortalidad. El éxito de las terapias antimicrobianas se ve comprometido por la
emergencia de cepas resistentes a los antibidticos principalmente S. pneumoniae y S. aureus. Las
caracteristicas clinicas de la NAC no permiten establecer un diagndstico etiolégico de neumonia con

adecuada sensibilidad, especificidad y rapidez lo que repercute de modo importante en la salud del



paciente, ya que la mejoria depende de que el mismo reciba la terapia adecuada en etapas
tempranas de la infeccién (primeras 48 horas) [2,3]. Por esto, actualmente el tratamiento de la NAC
se inicia de forma empirica con una combinacion de antibiéticos que cubra los agentes etioldgicos
mas comunes de la NAC tipica y atipica segun la epidemiologia de cada region [2,3]. Sin embargo,
este tipo de terapia aumenta la probabilidad de desarrollo de resistencia multiple y puede no ser
eficaz frente a agentes ya resistentes. Por esto, existe urgencia en desarrollo de nuevas estrategias
antimicrobianas para la el tratamiento de la neumonia adquirida en la comunidad asi como vacunas

mas eficaces.

1.1.1. Streptococcus pneumoniae. principal agente etiologico de la
NAC.

Generalidades & Epidemiologia.

S. pneumoniae, es una bacteria gram positiva perteneciente al grupo de los a-estreptococos, que se

presenta usualmente en forma de diplococos capsulados.

Tanto en Latinoamérica como en el resto del mundo, el principal agente etiolégico de la NAC es
Streptococcus pneumoniae (neumococo) [1,3,9]. Ademas de ser el agente etiol6gico de la neumonia
neumocécica, esta bacteria puede causar otras enfermedades invasivas y no invasivas. Las
infecciones no invasivas mas importantes causadas por neumococo pueden manifestarse en forma
de otitis media, sinusitis y neumonia no bacteriémica. La principal caracteristica de estas infecciones
es que permanecen confinadas a la mucosa y son de menor gravedad que las invasivas. Las
manifestaciones invasivas de la enfermedad neumocdcica son graves y pueden causar la muerte,

incluyen meningitis, septicemia y neumonia invasiva.

A partir de la incorporacion de la vacuna conjugada contra H. influenzae tipo b, el neumococo ha
permanecido como el principal causante de las infecciones bacterianas invasivas, particularmente
neumonias en nifios y es el segundo agente etiolégico de las meningitis bacterianas [5-8]. El
neumococo ha sido identificado como el patdgeno mas comiin causante de neumonia en pacientes
adultos, hallandose en el 35% de los casos de NAC en paises latinoamericanos, incluyendo los
paises del MERCOSUR [10].

En 2005 la Organizacion Mundial de la Salud estim6 que cada afio en el mundo mueren 1.6 millones
de personas a causa de enfermedad neumocécica, dentro de los que casi dos tercios son nifios

menores de 5 afios, mayoritariamente de paises en vias de desarrollo [11].

La infeccibn por neumococo comienza con la adhesién de la bacteria al epitelio del tracto

nasofaringeo, el cual es colonizado asintomaticamente. Se cree que desde alli puede diseminarse



directamente al medio interno causando la bacteriemia y en un nimero mas limitado de casos se
desarrolla meningitis. La neumonia ocurre por aspiracion de la bacteria desde la nasofaringe al tracto
respiratorio bajo [12]. La colonizacién no solo constituye el paso inicial de la infeccién, sino que
también representa el reservorio natural de la bacteria. En la nasofaringe neumococo puede
permanecer de forma asintomatica durante meses y desde alli transmitirse entre los individuos
[13,14]. La activacion del sistema inmune tanto innato como adaptativo, permite eliminar la
colonizacién que normalmente se produce por un Unico serotipo a la vez. Durante la colonizacién
nasofaringea puede darse la generacién de anticuerpos especificos para el polisacarido capsular u

otros componentes de la bacteria como ser proteinas [12,15].

Aunque el ser humano es considerado el hospedero natural de la bacteria, se han reportado

aislamientos equinos que corresponden a cepas de serotipo 3 [16].

Los polisacaridos de la cépsula que envuelven la bacteria
son el principal factor de virulencia en la enfermedad
invasiva, y segun las diferencias en su composicion se han

determinado 40 serogrupos diferentes que comprenden mas

No. de aislados

de 93 serotipos de neumococo. La prevalencia de los

OF 2F 6B 14 4 o 18 1 5 3 serotipos varia con la region geografica y edad de la

Serotipo poblacién. Sin embargo, existen 20 serotipos que se asocian

con mas de un 70% de los casos de enfermedad invasiva

(Figura 1.1.1) [1,17]. Los serotipos 1, 5y 14 en conjunto son
Figura I.1.1: La prevalencia de serotipos varia
entre la colonizacion y enfermedad invasiva. El

grafico muestra la prevalencia de los serotipos iy asjya a nivel mundial. Los serotipos 23F y 19F ocupan el
segun aislamientos obtenidos de nasofaringe o de

pacientes con enfermedad invasiva. Los resultados segundo Iugar causando del 9 al 18% de los casos de
muestran que los datos obtenidos de la vigilancia de
la colonizacién nasal pueden no ser un indicador de  enfermedad invasiva mundial [18]. En nuestro pais, los
los serotipos responsables de la enfermedad
invasiva, especialmente en regiones con alta serotipos mas comlUnmente aislados de pacientes

prevalencia para serotipos 1y 5. Tomado de Valles, o B
X. et al. Trop Med Int Health 2006; 11(3). pediatricos con neumonia son 14, 1, 5, 3, 9V, 6V y 7F (en

responsables del 28 al 43% de los casos de enfermedad

orden de prevalencia decreciente) [8].

Hace ya mas de 3 décadas que existen vacunas para prevenir la enfermedad neumocdcica.
Actualmente, se emplean 2 tipos de vacunas contra el neumococo: vacunas a polisacarido purificado

y vacunas conjugadas.

La vacuna 23-valente (PPV23) disponible desde principios de 1980, esta basada en polisacaridos
purificados de 23 serotipos diferentes. Incluye los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 33F. Es una vacuna parenteral que se administra
como una sola dosis intramuscular o subcutdnea. Si bien esta vacuna es efectiva en adultos
inmunocompetentes, la naturaleza T-independiente de los polisacaridos hace que su
inmunogenicidad sea pobre o nula en nifios <2 afios de edad. Su eficacia también es baja en adultos

mayores o inmunocomprometidos. Esta vacuna genera inmunidad protectora asociad al aumento de
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los anticuerpos anticapsulares Unicamente contra los serotipos incluidos y no induce inmunidad en
mucosas [11,13,18].

Las vacunas conjugadas logran inducir inmunidad en nifios ya que la conjugacién del polisacéarido a
un transportador proteico, como por ejemplo la proteina CRM197 de difteria, toxoide tetanico o
proteina D de H. influenzae los convierte en antigenos T-dependientes. El principal problema de
estas vacunas es que incluyen un nimero limitado de serotipos dadas las limitaciones inherentes a la
conjugacion y a que el aumento del nimero de serotipos no siempre se asocia con una respuesta
inmune eficiente contra cada uno. La primera vacuna conjugada (PCV7) incluye polisacaridos contra
7 serotipos diferentes, entre ellos: 4, 9V, 14, 19F, 23F, 18C, y 6B. En 2010 fue sustituida por la
PCV10 que incorpora los serotipos 1, 5 y 7F. Mas tarde se incorporaron los serotipos 3, 6A y 19A
que dieron lugar a la PCV13. Las vacunas conjugadas inducen cierto grado de proteccion contra la
colonizacion, sin embargo se ha observado remplazo por otros serotipos no contenidos en las

vacunas que comprometen su eficacia [13,18].

Factores de virulencia.

Ademas de la cépsula polisacaridica, neumococo presenta un gran nimero de factores de virulencia
gue se expresan de manera coordinada para que la bacteria sea capaz de colonizar o invadir los
tejidos del hospedero (Figura 1.1.2). La capsula polisacaridica es el factor de virulencia mas
importante. Esta estructura estd compuesta por monosacaridos conectados por enlaces glicosidicos
que a su vez se conectan al peptidoglicano de la pared [17]. La capsula previene el reconocimiento
de muchas proteinas por parte del sistema inmune, funcionando como un escudo. Ademas previene
la opsonofagocitosis principalmente interfiriendo con la accion del complemento. Adicionalmente

participa de la adhesion de la bacteria al epitelio [17,19].

Neumococo también cuenta con otros importantes factores de virulencia que estan constituidos por
diversas proteinas. A continuacion se describen algunos de los mas destacados, una lista mas

completa se presenta en la Tabla I.1.i.

/Pohsacandocapsular Figura 1.1.2: Representacion esquemética de los principales factores de
£ . virulencia de neumococo. La cépsula se representa en violeta con los

" polisacaridos como estructuras ramificadas del mismo color. El resto de las
estructuras representan: Serin proteasa (PrtA); Adhesina de superficie (PsaA);
Factor de virulencia y adhesién (PavA); Proteina de superficie A (PspA);
Hialuronidasa (HylA); Proteina de superficie C (PspC); Neuraminida (NanA);
Neumolisina (Ply). LTA: &cido lipoteicoico; TA: acido teicoico. Tomado y adaptado
de Nieto, P. et al,,Curr Gene Ther. 2013, 13(1).

pared celular

“\am'brana celyly,

ctoplasm, 7 \anh j-

Pl LytA
y IgA yt
proteasa
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TABLA |.1.i: Factores de virulencia de S. pneumoniae (Tomado de van der Poll, Lancet 2009; 374) y adaptado. [5]

Factor de virulencia

Capsula polisacaridica

Neumolisina
PspA
PspC

Polisacaridos de la pared
PsaA
Acido lipoteicoico
Autolisina LytA
Hialuronidasa
Enolasa
Sortasa A
Pili
PavA
PiaA y PiuA

Bacteriocina

Mecanismo de accién.

Previene eliminacion de la mucosa, antifagocitica, inhibe unién de complemento e
inmunoglobulinas por impedimento estérico.

Lisis celular, inhibe batido ciliar, estallido respiratorio y activacion de complemento,
activa inflamasoma de NALP3.

Bloqueo de union de C3b —Factor B, union a epitelio.

Inhibe fijacién de C3b por unién a Factor H, invade epitelio por unién a plgR (Receptor
Polimérico de Inmunoglobulinas)

Activa complemento, proinflamatorio.

Unidn de zinc y manganeso, brinda proteccién contra estrés oxidativo.

Union a PafR (Receptor Activador de Plaquetas), union a TLR2 y actividad
proinflamatoria.

Autdlisis, liberacion de componentes intracelulares como neumolisina, etc.
Degradacion de acido hialurénico de la matriz extracelular.
Unioén a fibronectina.
Union de proteinas de superficie a la pared celular.
Inhibe la fagocitosis, promueve invasion.
Unioén a plasminégeno.
Transportadores de hierro.

Inhibidor de la competencia bacteriana.

Neuraminidasas Remocion de acido sidlico y mucinas para adhesion de la bacteria.

Regula positivamente al péptido de competencia CCSP y contribuye al desarrollo de

Biofilm y competencia p AN -
neumonia y meningitis por genes de competencia.

Proteasa de IgA Degrada IgA1.

Fosforilcolina Unién a PafR.

PsrP Promueve invasion tisular.

Proteina de union a Colina Funcién desconocida, pero relevante en infeccion en sangre y pulmones.

Neumolisina (Ply) es una citolisina de 53 kDa altamente conservada que es expresada virtualmente
por todos los aislados clinicos de S. pneumoniae. Neumolisina es liberada al medio extracelular tras
la autolisis de la bacteria. Los monémeros de neumolisina se ensamblan sobre las membranas ricas
en colesterol pudiendo provocar la lisis de las células eucariotas [20]. Neumolisina inhibe la

deposicion de complemento e interfiere con la activacién de la via clasica [21].

Neumococo expresa residuos de fosforilcolina en los &cidos teicoicos y lipoteicoicos de la pared
celular. La fosforilcolina colabora en el anclaje a la pared celular de diferentes proteinas que se
conocen como proteinas de union a colina, ente ellas PspA, PspC y LytA. Por su parte LytA, la
autolisina, provoca la liberacion de diversos productos inflamatorios ademas de la neumolisina.
PspC y PsaA son dos proteinas muy estudiadas por sus propiedades antigénicas. PspC (del inglés:
Pneumococcal surface protein C) se encuentra unida a la pared celular y une al factor H del
complemento, inhibiendo la activacién del mismo sobre la bacteria. PsaA (del inglés: Pneumococcal
surface adhesin A) se encuentra en la membrana bacteriana y media la adhesion de la bacteria al
epitelio. Adicionalmente, neumococo expresa una serie de proteinas liticas que degradan la matriz
extracelular, glicolipidos y oligosacaridos del hospedero entre ellas hialuronidasas (HylA),

neuraminidasas (NanA, NanB, NanC) y serinproteasas (PrtA). [5,22].
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1.1.2. Respuesta inmune durante la neumonia neumocadcica.

La mucosa respiratoria esta constantemente expuesta a antigenos externos y microorganismos,
muchos potencialmente patégenos. El intercambio gaseoso ocurre en el alvéolo, una estructura
formada por una delgada pared de células epiteliales de tipo | y Il que estan intimamente conectadas
(separadas por apenas 0.2 um) con una red de capilares. El alvéolo permite la difusion de gases pero
esta via representa también una puerta de acceso al medio interno para los microorganismos que
alcanzan el tracto respiratorio bajo [23]. El tracto respiratorio posee un completo sistema de defensa,
que incluye desde barreras mecéanicas y quimicas, hasta una compleja red de células inmunes
capaces de asegurar la defensa frente a la infeccion. Los primeros mecanismos de defensa
consisten en defensas no especificas como ser, el reflejo de la tos, batido ciliar y produccién de
mucus, secrecién de compuestos antimicrobianos por parte del epitelio como ser lactoferrina,

lisozima, defensinas y surfactante [24,25].

La respuesta inmune en las vias respiratorias debe desarrollarse bajo estricto control, de manera de
lograr la eliminacion del agente patdgeno sin que se vea comprometida la funcién de intercambio

gaseoso [23,26].

Los eventos de la respuesta inmune que tienen lugar durante la neumonia neumococica han sido
bien caracterizados. En funcion de la magnitud de la infeccion, la respuesta por parte del sistema
inmune serd diferente. Asi es que la defensa frente a la infeccién con bajas cargas de neumococo se
basa principalmente en la eliminacién de las bacterias por parte de los macréfagos alveolares que las
fagocitan; en cambio, la respuesta frente a un mayor nimero de bacterias requiere la participacion de
varios factores humorales y celulares adicionales para la eliminacién efectiva del patégeno. A
continuacion se describen brevemente los sucesos mas destacados de la respuesta temprana y

tardia durante la neumonia neumocécica.

Cuando ocurre la aspiracion de neumococo y éste alcanza las vias respiratorias bajas, los
mecanismos defensivos se activan, pero lo hacen de forma muy regulada. Ante el ingreso de una
baja carga bacteriana, el principal mecanismo de eliminacion sera la fagocitosis por parte de los
macréfagos alveolares. Los macrofagos alveolares son células residentes de las vias aéreas
altamente especializadas en la fagocitosis y también en la regulacién de la respuesta inflamatoria. Se
caracterizan por su larga vida (con tasas de recambio en el pulmén normal del orden de 3 meses, en
los seres humanos) y la capacidad de realizar varios eventos sucesivos de fagocitosis. Su funcion
dual en la defensa frente a los microorganismos invasores y el mantenimiento de la homeostasis,
hace que sean capaces de eliminar bajas cargas bacterianas sin provocar la activacion de la
respuesta inflamatoria. De este modo, se evita reclutamiento leucocitario hacia los espacios

alveolares y se preserva la funcion de la mucosa respiratoria.

Tal caso se observa durante la neumonia neumocodcica subletal en ratones, donde curre la

eliminacién de las bacterias sin que se produzca la liberacién de citoquinas proinflamatorias. Por el
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contrario, cargas infectivas mayores determinan el inicio de la respuesta inflamatoria aguda,

produccion de citoquinas y reclutamiento leucocitario [27-30].

El importante rol de los macréfagos alveolares en la regulacion de la respuesta y mantenimiento de la
homeostasis ha sido puesto en evidencia mediante experimentos de deplecién. La eliminacion de
estas células promueve la generacion de inflamacién mediada por células T, frente a antigenos que
normalmente inocuos [31]. Este efecto se ha vinculado con su capacidad de suprimir la presentacion
antigénica en células dendriticas y de suprimir la migracion hacia los ganglios [32,33]. Se ha
propuesto que la capacidad presentadora de los macréfagos alveolares es en general pobre.
Tampoco se ha descrito su migracion hacia los ganglios, por lo que se piensa que no tienen un rol
central en la activacién de células T especificas de antigeno [26]. En cambio, se ha propuesto que

podrian tener un rol activo en la inhibicion de la respuesta T antigeno-especifica [30].

Recientemente, una serie de estudios han descrito un complejo proceso de supresion activa de la
funcion de los macréfagos, que implica a las células epiteliales alveolares. En este mecanismo de
regulacion, el intimo contacto de los macréfagos con las células epiteliales induce la expresion de
TGF-B en estas ultimas, que lo liberan como una citoquina inactiva en asociacién con un péptido LAP
(del inglés: Latency-associated peptide) del cual debe disociarse para ejercer su funcién. La integrina
de membrana avp6 expresada en las células alveolares es responsable de la activacion de TGF-j, el

cual ejerce su efecto supresor sobre los macréfagos [34-37].

A pesar de la estricta regulacién, los macréfagos retienen su capacidad de ser activados en
respuesta a la produccion de citoquinas o tras el reconocimiento bacteriano. Cuando la carga
bacteriana supera un umbral, los macréfagos no contindian con la fagocitosis, sino que comienzan a
producir citoquinas inflamatorias, secretando principalmente TNF-a e IL8. Estas, a su vez promueven
la sintesis de otras citoquinas inflamatorias y actiGan como factores quimiotacticos para el
reclutamiento linfocitario [38,39]. La eliminacion de mayores cargas de neumococo requiere de la

accion concertada de otros tipos celulares y mas tarde, de componentes de la inmunidad adaptativa.

La secrecidon de estas citoquinas induce cambios en el endotelio, favoreciendo el aumento de
moléculas de adhesion que intervienen en el proceso de rodamiento, adhesién y extravasacion de los
neutrdéfilos, las primeras células reclutadas hacia los espacios alveolares (revisado en [40] y [32]). Los
neutréfilos son células cruciales en la defensa contra neumococo [41,42]. Esto ha quedado
evidenciado por la mayor susceptibilidad frente a la enfermedad neumocécica de pacientes
neutropénicos y en modelos animales en los que se emplean estrategias de deplecién para eliminar

estas células de la circulacion [43-46].

El pulm6n es un drgano enriquecido en neutréfilos en comparacion con otros. En él se alojan
neutréfilos maduros. Si bien se desconoce el motivo por el que permanecen secuestrados alli, se ha
postulado que tienen una funcién de vigilancia y que se encuentran “patrullando” la vasculatura
pulmonar. Esto ademas les permite un rapido ingreso hacia los espacios alveolares cuando son
requeridos alli [47,48].
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Dado el gran potencial microbicida de estas células, su activacién consiste en un proceso de dos
pasos, que implica la preactivacion mediante citoquinas proinflamatorias como TNF-o o IL1-B, o
contacto con las células endoteliales activadas. La preactivacién es un requisito necesario para la
activacion de la NADPH oxidasa y la produccion de especies toxicas del oxigeno [49]. Existen varias
quimioquinas capaces de activar a los neutréfilos, pero las de la familia ELR-CXC (que presentan un
motivo glutamato-leucina-arginina antes del motivo cisteina-aminéacido-cisteina) son las mas
potentes [50]. Entre las citoquinas ELR-CXC se destacan CXCL8 (o IL8) en humanos y sus
homélogos en raton CXCL1 (o KC), CXCL2 (también llamada MIP2a) y CXCL5 (o LIX). La
produccion de estas citoquinas puede ser inducida en respuesta a TNF-a o IL1-f en el epitelio

pulmonar [51].

Las quimioquinas ELR-CXC sefalizan a través del receptor CCR-2 y promueven la adhesion de los
neutréfilos al endotelio. Los quimioatrayentes de neutréfilos son variados y adicionalmente a las
quimioquinas, otros factores solubles del hospedero y de los patdgenos pueden promover su
reclutamiento. Ejemplo de otros quimioatrayentes son el leucotrieno B4, el componente C5a del
complemento, péptidos formilados de las bacterias (fMLP). Los quimioatrayentes tienen diferente

potencia y pueden clasificarse en intermedios y tardios, siendo los Ultimos los mas potentes [52].

La segunda sefal necesaria para la activacion completa y activacién de todos los mecanismos
microbicidas de los neutrofilos, estd en general dada por el reconocimiento de componentes

bacterianos a través de los receptores de reconocimiento de patron.

Figura 1.1.3: Cascada de eventos durante

reclutamiento de neutréfilos. 1) Los

Pared del
vaso sanguineo

neutrofilos

Diapedesis I|I
- f

" C3a, Csa,
quimioguinas,

Fagocitosis y destruccion de

bacterias opsonizadas

comienzan el rodamiento mayormente dependiente de
selectinas. La adhesi6on y transmigracion dependen
principalmente de interacciones entre integrinas. Las
quimioquinas TNF-o. e IL1-B producidas por el epitelio en
respuesta a la infeccién, alcanzan la luz del endotelio y
forman gradientes que atraen a las células y las preactivan.
También inducen la secrecién de otros factores entre ellos
las quimioquinas ELR-CXC que refuerzan el reclutamiento.
2) ElI rodamiento se enlentece al detectarse los
quimioatrayentes terminales que promueven la diapédesis y
la migracion a través del endotelio. 3) La deteccién de los
productos bacterianos a través de los receptores innatos
otorga la segunda sefial, que provoca la activacion
completa y destrucciéon del patégeno por fagocitosis y/o
liberacion del contenido de los granulos y de especies
téxicas del oxigeno. Tomado y adaptado de Delves, J. N
Engl J Med 2000; 343:37-49.

La activacion de los neutrdfilos y de los otros tipos celulares, depende de que ocurra el
reconocimiento de los patdégenos a través de receptores innatos codificados en la linea germinal. En
conjunto estos receptores reciben el nombre de receptores de reconocimiento de patron (PRRs, del
inglés: Pattern Recognition Receptors; una descripcion detallada se presenta en la siguiente seccion

de este capitulo).
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Neumococo presenta varios componentes que son reconocidos por los PRRs (Figura 1.1.3), en
particular por los miembros de la familia de los receptores de tipo Toll (TLRs, del inglés:Toll Like
Receptors) y también de la familia de los receptores de tipo NOD (NLRs, del inglés: Nod Like
Receptors). Dentro de los ligandos de neumococo que son reconocidos por miembros de TLRs se
destacan: ADN bacteriano por parte de TLR9 [53] y el acido lipoteicoico a través de TLR2 [54].
Dentro de los NLRs se ha reportado que NALP3 reconoce a neumolisina [55], mientras que NOD2

reconoce al muramil-dipéptido, componente del peptidoglicano [56].

PR— La importancia de la sefializacién a través de
/ estos receptores, en particular de los

D14 Neumnolisina

receptores de la familia Toll, se ha puesto en
evidencia por la mayor susceptibilidad que

presentan los ratones deficientes en la

Membrana
celular

Vacuola
* endosomal

molécula adaptadora MyD88 frente a

neumococo. MyD88 es un intermediario

. WiyDB8 crucial en las vias de sefializacion
Membrana p50) T ) ) )
& NV@W- \ intracelulares de dichos receptores requerida
AR \
Expresion de citoquinas inflamatorias para la activacién y translocacion nuclear de

y proteinas de fase aguda

Figura 1.1.4: Representacion esquematica del reconocimiento de NF«B, el cual promueve la transcripcion de

neumococo por parte de algunos receptores del sistema
inmune.. S pneumoniae es reconocido por diferenetes recpetores

|ﬂnatgs. ‘EI receptor de tipo Toll (TITR) 2 reconoce el &cido inflamatorias [57,58]. La misma situacion se
lipoteicocico, TLR9 reconoce ADN bacterinano. Se ha propuesto que

TLR4 reconoce a neumolisina, pero su rol es discutido. MARCO (de ha observado en humanos que presentan
Macrophage receptor with collagenous structure) se expresa en

macréfagos alveolares y contribuye a la respuesta innata. CD14 y poIimorfismos para MyD88 o IRAK-4, una
PAFR reconocen a neumococo pero se cree que son empleados por

la bacteria para invadir el tejido y la sangre. En el citoplasma, NOD2 quinasa que actlla en la misma via [59,60]_

y NALP3 reconocen al muramil dipeptdo y neumolisina

respectivamente. Las siglas coresponden a las siguentes

abreviaturas en inglés: ChoP: phosphorylcoline; PAFR: platelet- Otros receptores no pertenecientes a estas
activating factor receptor; TIR: toll-interleukin-1 receptor domain; . L,

MyD88: myeloid differentiation primary response protein-88; NF«B: familias también reconocen al neumococo.

nuclear factor xB; IkB: inhibitor xkB. Tomado y adaptado de van der Reci , | TCR .
Poll, Lancet 2009; 374). ecientemente, se reporto que e semi-

genes que codifican para citoquinas

invariante de células Val4i NKT, reconoce
glicolipidos de esta bacteria [219]. Ademas el receptor STING se ha implicado en el reconocimiento
de di-nucleétidos ciclicos como c-di-AMP y c-di-GMP, ampliamente empleados como segundos

mensajeros en bacterias [61,62].

Por otra parte la proteina C reactiva también funciona como un receptor soluble reconociendo
residuos de fosforilcolina. Adicionalmente, se ha demostrado la importancia del receptor MARCO, un

receptor de tipo Scavenger, en el reconocimiento de neumococo [5].

El complemento juega un rol muy importante en la defensa contra neumococo, siendo que individuos
con deficiencias en el sistema de complemento, tienen susceptibilidad aumentada frente la infeccion
invasiva causada por neumococo [63]. Tanto la via clasica del complemento como la alternativa son
importantes durante la infeccidon por neumococo. La activacion de la via clasica en estas etapas de la

infeccion, donde alin no se han generado anticuerpos especificos, depende en gran medida de los
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anticuerpos naturales del tipo IgM [64]. La activacién del complemento y los anticuerpos naturales

permiten la eliminacién de neumococo mediante opsonofagocitosis por parte de los neutrdfilos.

Otros tipos celulares han sido también implicados en la defensa frente a neumococo. Kadioglu y
colaboradores reportaron un importante infiltrado de células T-CD4" y células B durante la infecciéon
intranasal en ratones, que coincide temporalmente con el momento en que el crecimiento de la
bacteria cesa [65]. EI mismo autor mostré ademas que el reclutamiento de los linfocitos T-CD4* es
importante en la defensa frente a la neumonia, puesto que ratones deficientes en MHC-II y que por
tanto carecen de estas células presentan susceptibilidad aumentada a la infeccion. Ademas observé
gue el reclutamiento los linfocitos T-CD4" esta asociado a la expresion de neumolisina por parte de
neumococo, ya que no se observa en ratones infectados con una cepa de neumococo deficiente en
la citolisina [66]. Estas células T son del tipo efector y secretan cantidades importantes de IFN-y

capaz de activar a los macréfagos [30].

Las células Tys tienen un rol regulatorio sobre macréfagos y células dendriticas, y se postula que su

efecto citotéxico tiene un rol importante en el restablecimiento de la homeostasis [30].

Si la eliminacion de la infeccién es exitosa, tendra lugar la terminacion de la respuesta inflamatoria y
la restructuracion del tejido. La fase de resolucién es activa e involucra la apoptosis de diferentes
tipos celulares. En particular, la apoptosis de los macrofagos alveolares contribuye a la disminucion
en la produccién de TNF-a y por tanto en el reclutamiento reducido de neutréfilos [67]. Los neutréfilos
y las células T también sufren apoptosis. Los cuerpos apoptéticos y demas restos celulares son
eliminados por eferocitosis o fagocitosis, favoreciendo la reconstruccion del tejido, mientras que parte
de las células T sobrevivientes permaneceran en el alvéolo como células efectoras de memoria [30].
En la Figura 1.1.5 se presenta un esquema que representa los principales eventos que tienen lugar

durante la neumonia neumocécica ya descritos.

Por ultimo cabe destacar que en los Ultimos afios nuestro grupo de investigacion ha estudiado el rol
de las células Th17 durante la neumonia neumocécica. Este tema escapa al alcance de este trabajo,
por lo que no se presenta una revision del mismo en este capitulo. Un andlisis detallado del tema
pude encontrarse en la tesis de la Dra. Rial y en la publicacion de Marques et al., 2012 incluida en el
Anexo de este trabajo [68,69].
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Figura I.1.5: Principales eventos durante la neumonia neumocécica. (A) El neumococo que alcanza el tracto respiratorio bajo es reconocido
mediante los PRRs en células epiteliales y macrofagos alveolares. A bajas dosis infectivas, las células epiteliales y los macréfagos alveolares se
encargan de la eliminacion de la bacteria sin que suceda el reclutamiento de neutréfilos. La secrecién de citoquinas es baja y se producen otros
factores como surfactante (SP-D), péptidos antimicrobianos (AMP) y complemento (C). Estos mediadores se inducen en altas dosis frente a
cargas bacterianas mayores, promoviendo el reclutamiento de neutréfilos (PMNS), junto con otros quimioatrayentes, incluyendo C5a, galectina 3
y factores bacterianos como formil-metionil-leucina-fenilalanina (fMLP) y neumolisina (Ply). (B) Si los mecanismos de defensa son superados
por neumococo, la invasién hacia la sangre puede ocurrir con participacion del receptor activador de plaquetas (PAF-R) y CD14. En la sangre
las defensas incluyen anticuerpos naturales del tipo IgM, la proteina C reactiva (CRP) y proteina amiloide sérica (SAP). TF=factor tisular. AM¢=
macréfago alveolar. Tomado de van der Poll, Lancet 2009; 374).

18



1.2. Desarrollo de terapias anti-infecciosas basadas en el
empleo de ligandos de Receptores de Reconocimiento de

Patron.

La introduccion de las terapias antimicrobianas, representé un avance muy importante en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas. En particular, la generalizacion del empleo de los
antibioticos tuvo un impacto muy significativo sobre la disminucion de la mortalidad causada por
infecciones bacterianas, entre ellas las del tracto respiratorio [3].

Sin embargo, a medida que mas drogas comenzaron a utilizarse de forma habitual, ejercieron
presion selectiva sobre los microorganismos que empezaron a desarrollar estrategias de resistencia
para prevenir su propia desaparicién. En las (ltimas décadas un numero importante de bacterias
causantes de enfermedades graves desarrollé resistencias a multiples antibioticos. Dentro de las
Gram-positivas se encuentran Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus
resistente a vancomicina (VRE) y Streptococcus pneumoniae resistentes a la penicilina (PRSP).
Mientras tanto, en las Gram-negativas se ha observado desarrollo de resistencia en base a beta
lactamasas de amplio espectro (ESBL), carbapenemasas (CRES) y las enzimas llamadas amp-C,
gue pueden ser facilmente transferidas entre especies de enterobacterias. Ademas, la situacion se
agravo con la aparicién de cepas multi-resistentes extremadamente dificiles de tratar. Adicionalmente
la generacion de resistencias se ha observado en otros patdégenos clinicamente relevantes como por
ejemplo: Neisseria gonorrhoeae, Clostridium difficile, Haemophilus influenzae y Mycobacterium
tuberculosis. También han aparecido resistencias a antifiingicos y antivirales [70].

Puesto que el desarrollo de nuevos antibidticos se ha enlentecido, en las ultimas décadas han
comenzado a explorarse alternativas para el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Los
nuevos agentes antimicrobianos deberian idealmente controlar la infeccion en corto tiempo y
promover multiples mecanismos microbicidas simultdneamente, de modo de dificultar el desarrollo de
resistencias 0 mecanismos de escape. La inmunidad innata se activa rapidamente y ejerce sus
efectos a través de multiples mecanismos microbicidas, que tienen como blanco un muy amplio
espectro de patdégenos. En ese entendido, el empleo de agentes capaces de potenciar la inmunidad
innata es una alternativa interesante. Adicionalmente, la inmunidad innata colabora de modo
importante en el desarrollo de respuestas adaptativas y de memoria inmunolégica, por lo que los

compuestos capaces de estimularla tienen gran potencial adyuvante.

En la ultima década, diversos agonistas de PRRs, derivados de microorganismos o desarrollados
sintéticamente, han sido empleados en el tratamiento de enfermedades infecciosas de diferente
etiologia, ademas de otras como cancer, alergias e incluso como inmunopotenciadores en vacunas
(revisado en [71-73]). Dentro de los PRRs, los Receptores de Tipo Toll (TLRs), han sido los mas

estudiados y por tanto los mas explotados para el desarrollo de terapias.
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A continuacién, se describen los aspectos mas destacados de las dos familias mas importantes de
PRRs, los Receptores de Tipo Toll y los Receptores de Tipo Nod (NLRs). Se hace una breve resefia
a los antecedentes de sus usos como antimicrobianos y adyuvantes, y se presenta en mayor detalle

un agonista de PRRs, la flagelina.

1.2.1. Receptores de Reconocimiento de Patron.

La activacion de la inmunidad innata puede lograrse a través de un diverso conjunto de receptores
codificados en la linea germinal, los PRRs. Estos receptores reconocen varios motivos comunes a
microorganismos que se han denominado PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns), o de
forma mas general MAMPs (de Microbe Associated Molecular Patterns). Los MAMPs son motivos
moleculares conservados que se encuentran formando parte de estructuras esenciales para los
microorganismos, siendo por ejemplo componentes estructurales de la pared celular, unidades de
ensamblaje de los flagelos, parte del material genético, etc. Su funcién Unica en el microorganismo
hace que la estructura se mantenga relativamente conservada y que no sea afectada de forma

importante por las mutaciones.

Al presente se conocen cuatro clases de PRRs: los TRLs, que fueron los primeros receptores
descritos de este tipo y han sido por tanto los mas estudiados, los receptores citoplasmaticos NLR
de “Nucleotide binding oligomerization domain (NOD) Like Receptors”, los receptores transmembrana
de tipo lectina C o CLRs y los receptores RLR, de “Retinoic acid inducible gene (RIG) | Like
Receptors”, constituidos por helicasas de ARN localizadas en el citoplasma, que se especializan en

el reconocimiento de virus [74,75].
Receptores de Tipo Toll.

El descubrimiento de los TLRs en los mamiferos data de la década del 90, cuando el grupo de
Janeway y colaboradores describieron por primera vez el ortdlogo humano para el receptor Toll de
Drosophila melanogaster, implicado en la defensa antifiingica de ese insecto [76,77]. Estudios en una
linea monocitica humana implicaron al receptor humano hTLR4 en la respuesta inmunitaria
mostrando que era capaz de inducir la secrecion de citoquinas inflamatorias y la expresién de CD80,

molécula coestimuladora necesaria para la activacion de células T virgenes [77].

El descubrimiento de TLR4 permitié la identificacion de un gran nimero de TLRs en diferentes
especies, todos ellos capaces de reconocer diferentes estructuras presentes en microorganismos y
exclusivas de ellos. A pesar de la variedad estructural y quimica de los ligandos de unién a TLRs, el
andlisis filogenético de los genes de TLRs en vertebrados, mostré que los mismos se agrupan en 6
familias que se caracterizan por reconocer un tipo general de PAMPs. Esto revela que la presion

selectiva para mantener el reconocimiento de estos ligandos ha dominado su evolucién. Los TLRs se
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han divido segun el tipo de ligando reconocido en diferentes familias o subfamilias: subfamilia de
TLR2 asociada a reconocimiento de lipopétidos; familia TLR3 que reconocen ARN doble cadena;
familia TLR4 para LPS; familia TLR5 para flagelina y la subfamilia TLR7 a 9 que reconocen acidos

nucleicos y grupos hemo [78].

En mamiferos se han identificado hasta ahora 13 TLRs pero solo se conocen ligandos para 10 de
ellos (ver Tabla 1.2.i). Aunque los TLRs de TLR1 a TLR9 son conservados entre humanos y ratén,
TLR10 no es funcional en ratén ya que presenta una insercion retroviral y los TLRs del 11 al 13 no se
encuentran en el genoma humano.

TABLA 1.2.i: Principales agonistas de los receptores de tipo Toll descritos en mamiferos.
Adaptado de: Kawai, T., International Immunology, 2009, Vol. 21, No. 4.

Receptor Co-receptor Ligando Localizacién
TLR1/TLR2 CD14 Tri-acil-lipopéptidos Membrana celular
TLR2/TLR6 CD14/CD36 DL Sl b0, A IeET, Membrana celular

Acido lipoteicoico
Peptidoglicano,

TLR2 ND Lipoarabinomanano, Porinas, Membrana celular
mucinas-tGPI, hemaglutinina
TLR3 ND ARN doble cadena/poly(l:C) Endosomas

LPS, proteinas de membrana

TLR4 CDJ|4/MD2 T (??) Membrana celular
TLR5 ND Flagelina Membrana celular
TLRY ND ARN simple cadena/R-848 Endosomas
TLR8 ND ARN simple cadena/R-848 Endosomas
TLRY ND CpG no metiladol, ADN viral, Endosomas
hemozoina
TLR10 ND ND Membrana celular
TLR11 ND Profilina Endosomas
TLR12 ND ND Endosomas
TLR13 ND ND Endosomas

Los TLR son proteinas de membrana de tipo |, compuestas por tres dominios caracteristicos: el
ectodominio LRR (de Leucin Rich Repeats) que media el reconocimiento del PAMP, un dominio
transmembrana y un dominio intracelular homélogo al del receptor de IL1 (IL-1R) que se denomina
dominio Toll/IL-1R o dominio TIR, el cual es requerido para la sefializacion intracelular [79]. Si bien
los TLRs estan siempre asociados a membranas, pueden ubicarse en la membrana citoplasmatica o

en membranas endosomales (Tabla .2.i).

Expresion de los TLRs.

Los TLRs estan expresados en todos los tejidos y diferentes tipos celulares, tanto células del sistema
inmune como estromales. Gran parte de los andlisis acerca de su localizacion se han realizado en
base al estudio de mensajeros dada la poca disponibilidad de anticuerpos especificos para cada

receptor.

Las mucosas son en general sitios de alta expresion de estos receptores. En particular, la mucosa

intestinal y la mucosa respiratoria expresan muy altos niveles de ARN para los diferentes TLRs. El
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pulmén es el érgano que presenta la mayor expresién de TLR5, con niveles que casi triplican los
encontrados en el bazo. TLR3 es el segundo receptor mas expresado en pulmones, seguido de
TLR7, TLR2 y TLR1 [80]. De manera similar, TLR5 y TLR3 son los mas expresados en el intestino

humano.

En sangre periférica la expresion de los TLRs varia segun los tipos celulares. Las células CD19*
expresan altos niveles de TLR9 y TLR10, mientras que las células mononucleares expresan
principalmente TLR2, TLR4 y TLR8 [80].

Los monocitos presentan expresion constitutiva de TLR2, TLR4, TLR5 y TLR9 [81]. Por su parte los
neutréfilos humanos expresan todos los TLRs a excepcion de TLR3. TLR5, TLR7 y TLR8 son los que
se expresan en menores niveles en estas células, mientras que TLR1, TLR2 y TLR4 son los que se

expresan en mayor proporcién [82].

La expresion en células B es variable. Las células B virgenes presentan una expresion baja de todos
los TLRs, mientras que las células de memoria expresan constitutivamente varios TLRs y responden
proliferando y produciendo anticuerpos cuando son estimuladas con varios ligandos de TLRs.
Llamativamente, ningln conjunto de células B expresa TLR5. En general todos los subtipos de
células B (Bla, Blb, B de zona marginal y foliculares) presentan niveles altos de TLR9, TLR1, TLR2
y TLR7 (en orden decreciente) [83].

Por su parte las células T-CD4"y T-CD8" expresan todos los TLRs, siendo TLR3, 9, 10, 5y 1 los mas
expresados en CD4*y TLR3, 9, 10y 1 en CD8" (en orden decreciente) [80].

Otros tipos celulares como células NK también expresan diversos TLRs y son activadas en respuesta

a sus ligandos [84].

El caso de las células dendriticas es mas complejo, dada la cantidad de subtipos definidos para estas
células. Muchos de los estudios se han realizado en ratones, por lo que gran parte de la informacion
proviene de dicha especie. Los receptores TLR1, 2, 4, 6, 8 y 9 son expresados tanto por las células
dendriticas plasmacitoides (caracterizadas por la baja expresion de CD11c y alta de B220), como por
las células dendriticas mieloides o convencionales (que expresan altos niveles de CDllc,
acompafado de CD4 o CD8). TLR3 se expresa selectivamente en las células dendriticas CD8a",
mientras que TLR5 aparece expresado mayoritariamente por las CD4* que ademas expresan CD11b.

TLR7 aparece tanto en las CD4* como en las plasmacitoides [85].

Vias de Sefalizacién.

La respuesta mediada por los TLRs se caracteriza por una cascada de fosforilacion intracelular que
determina en Gltima instancia la transcripcidon de genes proinflamatorios que incluyen entre otros, los
de las citoquinas IL6, IL12, TNF-o, quimioquinas de la familia CXC y varios genes implicados en la
regulacion del ciclo celular. Ademas se estimula la transcripciéon de genes codificantes para péptidos

antimicrobianos y factores de reparacion tisular [79,86]. La unién del ligando al TLR induce la
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dimerizacion, que puede ocurrir entre dos receptores iguales o diferentes (como es caso de TLR2 /6
o0 TLR1/2). Esto permite el reclutamiento de diversos adaptadores moleculares por parte del dominio
TIR. Los adaptadores descritos incluyen a las moléculas MyD88 (Myeloid Differentiation Primary
Response 88), TIRAP (Toll-Interleukin 1 Receptor (TIR) Domain Containing Adaptor Protein), TICAM-
1 y TICAM-2 (Toll-like Receptor Adaptor Molecule -1, -2), y SARM (Sterile Alpha and TIR Motif
Containing-1) [75,79].

Las vias de sefalizaciéon empleadas por los TLRs pueden, a grandes rasgos, dividirse en las vias
dependientes de MyD88 o dependientes de TRIF. Resumidamente, la activacion de la via de MyD88
conduce al reclutamiento de adaptadores que conducen a la activacién de quinasas capaces de
fosforilar las MAP quinasas (Mitogen-Activated Protein Kinase 1) y el IkB, inhibidor de NFxB
(NuclearFactor x B). Cuando NFkB es liberado, abandona su localizacién citoplasmica para pasar al
nucleo y alli promover la transcripcion génica. Los TLR5, 7, 9 y 11 emplean la via de MyD88
exclusivamente, mientras que TLR1, 2, 4 y 6 emplean ademas TIRAP que hace de nexo con MyD88.

TLR4 es particular en cuanto a que puede usar tanto la via de MyD88 como de TRIF [79].

Qmm m,fspﬂm mn%gé L; g
O

TRAF-6 promoviendo la translocacion de NFkB pero también activa IRF-3 que
induce la transcripcion de IFN-I. Tomado de Akira, S., Nat. Rev. Immunol. 2004,
21(4).

\“’ '/ KK
TBK1
TFTFG

Figura I.1.6: Vias de sefializacion a través de los TLRs. La unién del ligando a
Q@ & TLR desencadena la cascada de sefializacion. En la via de MyD88, la molécula
2 "_39 — Membrana adaptadora recluta las quinasas de la familia IRAK que interacttan con TRAF-6.
LA e Esto conlleva a la activacién de MAPK y la fosforilacién de IKK, para promover la
= iberacion de NF-kB y posibilitar su translocacion nuclear. TLR-3 y TLR-4 emplean
%’i la via del adaptador TRIF. TLR4 puede sefialar por ambas vias. TRIF activa

NF-xE-binding motif

La estimulacién a través de TLR4 y TLR3 lleva a la activacién de la via de TRIF, que induce

principalmente la produccién de interferones de tipo | (IFN-I) ademas de citoquinas proinflamatorias.

La activacion de los TLRs también estd sujeta a regulacion negativa, que permite a través de la
expresidn de una serie de genes regular la respuesta inflamatoria desencadenada por su activacion y
volver al estado de homeostasis. Entre los reguladores mas destacados se encuentra A20 o
TNFAIP3 (TNF Alpha Induced Protein 3), ATF3 o ZFP36. Estos representan enzimas de
modificacion, factores de transcripcién y un activador de nucleasas respectivamente, que ilustran la

regulacion a diferentes niveles [87].
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Por ultimo cabe destacar que los TLRs estan sujetos a una compleja inter-regulacién. Esto determina
que durante la estimulacion simultanea de varios receptores, los receptores puedan establecer
interacciones sinérgicas que potencien la secrecion de citoquinas. La inhibicion reciproca de las vias
o la induccién de tolerancia cruzada también tiene lugar (revisado en [88]). Este tipo de interacciones
deberan ser tenidas en cuenta a la hora de desarrollar terapias que tengan como blanco la

modulacién de las vias de los TLRs.

Receptores de Tipo Nod.

Los Receptores de Tipo Nod, también conocidos como proteinas Caterpiller, constituyen otra familia
capaz de mediar la activacién de la inmunidad innata en respuesta al reconocimiento de los PAMPs.
Los NLRs sirven (junto con las proteinas HIN-200) como plataforma de activaciéon para el
inflamasoma, un complejo multiproteico que media la auto-activacion mediada por proximidad de
caspasa 1. La composicion del inflamasoma es dependiente del estimulo inicial y segun sea el

ligando reconocido, sera ensamblado sobre los diferentes NLRs [89].

Los NLRs poseen una estructura que presenta 3 dominios bien definidos: un domino C-terminal que
presenta repetidos ricos en leucina LRR, esenciales para el reconocimiento microbiano; el dominio
central constituye un dominio de auto-oligomerizacibn que permite el reclutamiento de otros

componentes tras la activacion; por dltimo presentan un dominio N-terminal variable [75].

En base a sus dominios efectores N-terminales, los NLRs se clasifican en subfamilias. Se reconocen
4 dominios de activacion: el dominio de transactivacion acidica, el dominio pirina, el dominio de
reclutamiento de caspasa (CARD) y los dominios tipo inhibidor de repetidos de Baculovirus (BIR). Si
bien la nomenclatura empleada hasta ahora ha sido variada, se ha llegado a un consenso en el que
los NLR que presentan dominios acidicos se denominan NLRA, NLRB para los que contienen
dominios tipo BIR, los que presentan el dominio CARD se denominan como NLRC y por Ultimo los
gue contienen el dominio pirina se denominan NLRP, cada miembro de la subfamilia seguido de un
namero que lo identifica, por ejemplo NLRC4, NLRP3, etc. [90].

El inflamasoma que se ensambla mediante proteinas HIN-200 presenta la proteina AIM2 [91].

La activacion de caspasa 1 mediada por el inflamasoma ocurre en diversos tipos celulares, pero ha
sido principalmente observada en macrofagos, células dendriticas y células epiteliales. Los ligandos
son muy variados, e incluyen componentes bacterianos, virales, parasiticos y varios componentes del
propio hospedero que se reconocen como sefales asociadas al dafio (DAMPs, de Danger
Associated Molecular Patterns), como por ejemplo acido Urico o ATP. Algunos de los ligandos
caracterizados incluyen el muramil-di-péptido de la pared celular por NLRC2 (NOD?2), flagelina por
NLRC4 (IPAF) o NAIP5, &cido-di-amino-pimélico por NLRC1 (NOD1), neumolisina por NLRP3
(NALP3) [75].

El ensamblaje del inflamasoma desencadena varios mecanismos efectores que participan en la
eliminacién de microorganismos y potencian la activacion de la respuesta innata. De modo similar a

lo descrito para los TLRs, la activacion puede desencadenar la movilizacion de NFkB hacia el nucleo
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promoviendo la secrecién de citoquinas inflamatorias [92]. Los efectos mediados a través de caspasa
1 son muy variados y abarcan desde la activacién de pro-IL1-B y pro-IL18, dos potentes citoquinas

proinflamatorias que son sintetizadas en forma de precursores inactivos.

IL1-B actla tanto a nivel local como sistémico en respuesta a la infeccién y dafio tisular. Induce la
respuesta febril, activa los linfocitos e induce su migracién. Es la citoquina inflamatoria mas potente
gue se conoce. IL18, aunque carece de actividad pirogénica, induce la secrecién de IFNy en células
T activadas y NK en presencia de IL12. Regula ademas la polarizacién de las respuesta Thly Thl7
[91].

Caspasa 1 desencadena otros mecanismos efectores ademdas de la activacién de las citoquinas
mencionadas. Induce un tipo de muerte celular conocida como piroptosis que resulta crucial para la
eliminacién de ciertos patégenos intracelulares, como por ejemplo Salmonella, Legionella, entre
muchos otros. Ademas contribuye en la activacién de vias de reparacion celular (una revision

completa del tema puede encontrarse en [91]).

A continuacién se presenta en mas detalle la descripcion de un PAMP reconocido por mdltiples
PRRs, la flagelina, agonista de TLR5, NLRC4 y NAIP5.

1.3. Flagelina, un ejemplo de reconocimiento redundante.

Flagelina es la proteina estructural del flagelo bacteriano, una estructura caracteristica de las
bacterias moviles. Esta proteina se encuentra presente en un gran nimero de bacterias patégenas y
no patégenas. Esta codificada por diferentes genes segun la especie, a los que se denomina FIiC,
FliA, FIjB, etc. Las flagelinas de las diferentes especies varian ampliamente, presentando pesos
moleculares diversos que van de 28 a 80 kDa. Sin embargo, presentan regiones conservadas de en
las regiones amino y carboxilo terminales de aproximadamente 170 y 100 residuos. En adelante se

describe la estructura tomando como modelo la flagelina de Salmonella enterica serovar

Typhimurium.
495 Figura 1.1.7: Estructura de Flagelina de Salmonella enterica serovar
. Do Typhimurium. La flagelina FliC, es una proteina de 495 amino&cidos,
Dominio organizada en 4 dominios (D0-D3). La barra vertical simboliza la estructura
hipervariable ’ I D1 lineal de la proteina y las regiones correspondientes a cada dominio. En
ey " \*_‘ ‘J;\% rojo DO, azul D1, verde claro D2 y verde oscuro D3.
aa 89-95 N 1S D2 Se sefialan las regiones propuestas de interaccién con los receptores
unién a TLR5 TLR5, NLRC4 y NAIP5. Con signos de interrogacion se sefiala una region
aun no identificada que podria participar de la formacién del complejo FliC-
NAIP5-NLRCA4.
D3
NAIP-NLRC4 77
L491, L493, DO D2
L494
NLRC4-NAIP5 D1
C N
B oo
1
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La flagelina de S. Typhimurium estd compuesta por 495 aminoacidos que se organizan en 4
dominios DO a D3. Los dominios N (160 aa) y C (90 aa) terminales forman estructuras en a-hélice
gue constituyen los dominios DO y D1, los cuales se ubican en el core del flamento cuando se
ensambla el flagelo. Estas regiones pierden la estructura cuando estan en solucién. La region
variable, se organiza como hojas B plegadas y constituye los dominios D2 y D3. Esta es la regién que
gueda expuesta al exterior cuando se forma el flagelo y por tanto es contra la que se generan
normalmente los anticuerpos anti-flagelina. Es la mas variable y constituye la base de la clasificacién

serotipica H en las enterobacterias [93].

Reconocimiento por TLR5

La flagelina en su forma monomérica media sus efectos proinflamatorios por TLR5 [94]. En base a
los estudios de flagelinas de alfa y gama proteobacterias, se determiné que la regién comprendida
entre los aminoacidos 89 a 96 es requerida para la sefializacién por TLR5. Las bacterias como
Campylobacter o Helicobacter, que presentan flagelinas incapaces de activar la via de TLR5
muestran gran diferencia con la misma regién de la flagelina de S. Typhimurium, FliC, la cual ha
mostrado gran poder inflamatorio [95]. Aunque al presente no se ha cristalizado la estructura de
flagelina con el TLR5 humano o de ratén debido a las dificultades para expresar el TLR5 de
mamiferos, se ha propuesto un modelo de interaccién a partir de la estructura cristalina del TLR5 del
pez cebra con la flagelina FIiC de S. Typhimurium. La estructura propone una interaccion de
heterodimeros TLR5-FIiC en relacion 1:1 que se ensamblan en complejos 2:2 cola con cola que se
estabiliza por interacciones del dominio D1 con la superficie convexa del TLR5 opuesto a ella [96].
Otros estudios han mostrado evidencia de la interaccion fisica de TLR5 y FIC mediante

inmunoprecipitacién [97].

Reconocimiento por NLRC4 y NAIP5.

Mas recientemente se demostré que flagelina es reconocida por dos NLRs a través de los que activa
el inflamasoma y caspasa 1. El dominio carboxilo terminal de flagelina interacciona con NLRC4 y
NAIP5. Se ha propuesto que tres aminoacidos de leucina C-terminales, altamente conservados en
las flagelinas de las diferentes especies son necesarios para la formacién del complejo. Lightfield y
colaboradores han propuesto que NLRC4 y NAIP5 interaccionan con la region comprendida en los 35
aminoacidos C-terminales. NLRC4 puede mediar la activacién del inflamasoma en ausencia de
NAIP5, pero los dos son requeridos para reconocer el péptido C-terminal de la proteina. Asimismo,
este grupo ha planteado que el externo N-terminal de la proteina regula el requerimiento de NAIP5

para el ensamblaje del complejo [98,99].
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Por otra parte, un estudio mas reciente ha sugerido que la region N-terminal de 52 aminoacidos
también estaria involucrada junto con la C-terminal, en la formacién del complejo FIiC-NAIP5-NLRCA4.
En el mismo trabajo proponen un modelo de asociacién donde flagelina seria requerida para inducir
un cambio conformacional en NAIP5 que permite posteriormente el ensamblaje de un complejo
NAIP5-NLRC4 multimérico. Sin embargo, flagelina no pudo ser purificada en asociaciéon con el
mismo. Adicionalmente, mientras NLRC4 en ausencia de NAIP5 es capaz de desencadenar la

muerte apoptotica de macréfagos, NAIP5 en ausencia de NLRC4 no induce dicho efecto [100].

En conjunto los estudios apoyen el reconocimiento por parte de los 3 receptores, siendo la
interaccién TLR5-FIiC y FIiC-NLRC4-NAIP5 independientes entre ellas. Resta por elucidar con mayor
precisién el rol de NAIP5 en la activacion de caspasa 1. De momento, la evidencia indica que sus

efectos son en todos los casos dependientes de la presencia de NLRCA4.

La union de flagelina a TLR5 desencadenara la cascada de sefiales que involucra a la molécula
adaptadora MyD88 y culmina en la translocacién nuclear de NFxB y por tanto la activacion de
citoquinas proinflamatorias, quimioquinas involucradas en el reclutamiento y activacion celular
(revisado en [101] y [79,102]). Por su parte, la activacion del inflamasoma de NLRC4 y NAIP5
generard activacion de pro-IL1-B y pro-IL18 y muerte celular por piroptosis. Asi es que TLR5 y
NLRC4-NAIP5 podrian actuar conjuntamente de modo de potenciar la inflamacion, siendo TRL5 una
sefial capaz de inducir la transcripcion de pro-IL1-p y la activacion de los NLRs la segunda sefial

requerida para la activacion de dicha citoquina.

1.4. Terapias anti-infecciosas basadas en el empleo de

ligandos de Receptores de Reconocimiento de Patron.

La inmunidad innata cuenta con un sistema redundante de receptores de reconocimiento que, como
ya se comentd anteriormente, permiten activar de forma rapida una serie de mecanismos efectores
con amplia capacidad microbicida. Los receptores estan distribuidos en practicamente todos los tipos
celulares, por lo que sus ligandos pueden ser empleados para desencadenar respuestas en diversos
sitios anatémicos y a la vez mediados por varios tipos celulares. Estas caracteristicas, hacen a la

inmunidad innata un blanco muy interesante para el desarrollo de terapias anti infecciosas.

Ademas de la gran rapidez de activacién y la variedad de mecanismos microbicidas que son puestos
en marcha a través de la inmunidad innata, ésta presenta la ventaja adicional de ser una respuesta
autolimitada. Como se menciond antes, junto con el programa transcripcional que determina la
expresion de genes proinflamatorios, la misma sefial desencadena en simultaneo la activaciéon de

mecanismos reguladores que seran responsables de restablecer la homeostasis.
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El concepto subyacente a las terapias anti-infecciosas basadas en la activacion de la inmunidad
innata, es generar una respuesta lo suficientemente potente como para ser capaz de superar los
mecanismos de evasion de los microorganismos y al mismo tiempo autocontenida y autolimitada, de

forma de evitar efectos deletéreos en el hospedero debidos a una inflamacién descontrolada.

En la Gltima década se han explorado diferentes terapias anti-infecciosas basadas en agonistas
naturales y sintéticos de los receptores innatos, principalmente los TLRs. Ademas, estos compuestos
han recibido atencion dado su potencial como adyuvantes. A continuacion, se presenta un breve
resumen sobre los avances en este campo y de la experiencia a nivel clinico y preclinico del uso de

potenciadores de la inmunidad innata para el tratamiento de las infecciones de distinta etiologia.

Terapia anti-infecciosa.

La terapia anti-infecciosa mediante el empleo de ligandos de PRRs comenzd a explorarse incluso
muchos afios antes de que se describieran los TLRs. Diversos estudios mostraban en la década del
70 que la administracién de endotoxina era capaz de conferir proteccion contra infecciones de
etiologia viral o bacteriana, cuando era administrada previo a la infeccion, en modelos animales
[103]. Sin embargo, la experiencia luego demostr6é que el LPS purificado es extremadamente toxico,
motivo por el cual, el empleo de formulaciones que contengan el lipido A intacto no estan aprobadas
para su uso clinico [104]. Con el descubrimiento de los TLRs y la identificacion de sus ligandos, el
desarrollo de estrategias anti-infecciosas basadas en el uso de agonistas de PRRs comenzo a
expandirse. Varios agonistas naturales fueron evaluados en modelos preclinicos de infeccion y

concomitantemente comenzaron a desarrollarse analogos sintéticos de algunos ligandos.

Los analogos sintéticos del lipido A se emplearon con éxito para tratar infecciones de patdégenos no
relacionados (Listeria monocytogenes y virus influenza). Aunque el mecanismo preciso de estos
analogos no se describid con precisién, se observaron efectos pleiotrépicos que involucraron la
secrecion de diversas citoquinas y quimioquinas [104]. Llamativamente, entre las citoquinas
inducidas por el tratamiento, no se detectd IFNy, una citoquina crucial para la eliminacién de Listeria.
De modo similar, la administracion de la toxina sensible al calor LTK63 de E. coli confirié proteccion
contra infecciones virales y flngicas. En este caso la proteccidon se asocié con la activaciéon de
células dendriticas y actividad incrementada de los linfocitos citotoxicos [105]. En otros ejemplos
similares, el pretratamiento con el agonista de TLR9, CpG, brindd proteccion frente a la infeccién
pulmonar con Klebsiella pneumoniae a través de la activacion de células NK y Ty3, produccion de
citoquinas como 1L12, IFNy, TNF-o. y quimioquinas de la familiar ELR-CXC [106]. Por su parte
flagelina, indujo proteccion frente a la infeccion por Pseudomonas aeruginosa, pero esta vez la
proteccion se vio asociada a la produccion del péptido antimicrobiano, CRAMP (Cathelicidin-Related
Antimicrobial Peptide) [107].
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Estos ejemplos ponen en evidencia dos caracteristicas importantes de la terapia anti-infecciosa
basada en la potenciacion de la inmunidad innata: por un lado muestran la amplia variedad de
mecanismos efectores que son activados tras la administracion de un Unico tipo de molécula
purificada, y por otro demuestran que tanto la potenciacién de los mecanismos naturalmente
activados por el patégeno, asi como de otros no estimulados por la infeccién natural, son utiles para

conferir proteccion.

Sin embargo, esto también nos demuestra que adn tenemos poco conocimiento sobre los
mecanismos que controlan este tipo de respuestas y desconocemos las condiciones en que puede
ocurrir una amplificaciéon excesiva de la misma. Dado el gran potencial de este tipo de tratamientos
es necesario seguir indagando sobre las vias de activacion y regulacion de la inmunidad innata y los

efectos especificos de cada compuesto inmunomodulador en el contexto de una infeccion dada.

Vacunacion en mucosas y adyuvantes.

El empleo de los agonistas de PRRs como adyuvantes en vacunas se ha desarrollado mas que su
potencial como agentes terapéuticos. Varios agonistas de TLRs incluyendo ligandos para TLR9,
TLR4, TLR5, TLR7/8 estan siendo evaluados en estudios clinicos y al menos 2 vacunas que
emplean como adyuvantes ligandos de TLR4, han sido aprobadas para su uso en humanos (Fendrix
y Supervax) [108,109].

Todas las vacunas actuales y la gran mayoria de las vacunas en desarrollo, son de administracién
parenteral. Si bien estas vacunas, inducen buena respuesta sistémica, las respuestas en mucosas
son en general pobres [110-112]. Ademas, la aplicacion de compuestos por via parenteral tiene
asociadas algunas dificultades como el requerimiento de agujas estériles, personal entrenado para
su administracion y estrictas condiciones de control de calidad para la manufactura. Otra estrategia
para la inmunizacién masiva es la administracion directa en mucosas. La vacunacion mucosa ofrece
muchas ventajas respecto a la parenteral en cuanto a la facilidad de aplicacién, la mayor adhesién

del paciente al tratamiento e incluso permite disminuir los costos asociados a la fabricacion.

Hoy en dia las vacunas de aplicacion mucosa empleadas en humanos, son vacunas orales (contra la
poliomielitis, Salmonella typhi, Vibrio cholerae y rotavirus), a excepcion de una que es de aplicacion
intranasal (contra el virus de influenza). Todas ellas estan basadas en patégenos vivos atenuados y/o
vectores que contienen sus propias sefiales de peligro y expresan moléculas del patégeno que
median la adhesiéon y entrada a través del epitelio [110,112,113]. Esto hace que las vacunas sean
inmunogénicas y eficaces, pero al mismo tiempo mas riesgosas en términos de reversion hacia una

forma virulenta, lo que también limita su uso en la poblacién inmunocomprometida.

El empleo de moléculas definidas (vacunas a subunidad) es una alternativa mas segura, pero en
general, los compuestos purificados no son lo suficientemente inmunogénicos. Es asi que la principal
limitante para el desarrollo de nuevas vacunas a subunidad de aplicacion mucosa es la falta de

adyuvantes.
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La combinacién adecuada de antigenos y adyuvantes puede promover tanto respuestas locales,
como en mucosas distantes y a nivel sistémico. La vacunacion mucosa estimula la produccién de IgA
secretoria, 1gG y respuestas de linfocitos T citotoxicos y colaboradores [110-115]. Ademas, es versatil

en términos de método y ruta de aplicacion.

Uno de los desafios mas grandes del desarrollo de vacunas de aplicacion mucosa, es el poder
superar la “barrera tolerogénica” impuesta por la mucosa. Cabe recordar que, aunque las mucosas
poseen todos los elementos para montar respuestas inmunes eficientes, dada su continua exposicion
al ambiente, mantienen un control estricto de la respuesta. Los adyuvantes empleados deberan
poder superarla sin causar detrimento de su funcién. Los agonistas de PRRs son candidatos ideales
a ser incluidos como adyuvantes puesto que tanto las células estructurales como las células

residentes del sistema inmune, expresan altos niveles de dichos receptores.

Las estrategias de entrega para la inmunizacion son variadas. Puede hacerse por via oral, intranasal,
bucal, sublingual, vaginal, etc., ya sea en forma de soluciones, liofilizados, spray o gotas. Dentro de
las vias méas estudiadas se encuentran la ruta oral y la ruta intranasal [112,114]. La ruta oral ha sido
la mas empleada para las vacunas en mucosas, presenta la desventaja de requerir altas dosis de
antigeno, sistemas de estabilizacién que los protejan de los bajos pH del sistema digestivo y no
genera inmunidad a nivel del tracto respiratorio [112]. La ruta intranasal requiere dosis de antigeno
mucho menores y es atractiva por la facilidad de aplicacién. Sin embargo, existen antecedentes de

asociacioén de la vacunacion intranasal con el desarrollo de paralisis facial [116].

Otra alternativa para la administracion de compuestos inmunoestimulantes es la ruta sublingual. La
misma ha sido ampliamente utilizada para la administracion de lisados bacterianos capaces de
conferir proteccién contra las infecciones respiratorias recurrentes de diferente etiologia [117-119],

asi como para el tratamiento de alergias y asma [120-125].

La utilidad de emplear agonistas de PRRs ya ha sido demostrada en la vacunacién sublingual [126-
128], pero aun resta evaluar mayor nimero de candidatos y avanzar en la compresion de los
mecanismos inmunes en la induccién de respuestas adaptativas por esta ruta, por lo que es un area

a seqguir explorando.

En suma, la potenciacion de la inmunidad innata a través del empleo de ligandos de PRRs es una
estrategia sumamente atractiva para el tratamiento y prevencion de las enfermedades infecciosas.
Sin embargo, existe ain mucho por explorar, en particular todos los aspectos vinculados a los
mecanismos inmunes que se desencadenan tras estas terapias, su regulacion y su utilidad frente a
diferentes infecciones. Continuar la investigacion en este campo nos permitird avanzar en la
comprension de aspectos basicos de la respuesta inmune que permitan desarrollar terapias de modo

racional.
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CAPITULO II: OBJETIVOS

Objetivo general:

Desarrollar nuevas estrategias de tratamiento y profilaxis contra la neumonia neumocdcica basadas

en la potenciacion de las defensas innatas, a través de la administracion mucosa de agonistas de

Receptores de Reconocimiento de Patrén (PRRs).

Objetivos especificos:

1-

Establecer un modelo murino de neumonia invasiva empleando cepas clinicas de S.

pneumoniae, de alta prevalencia en Uruguay y en la region.

Definir un conjunto de agonistas de PRRs capaces de sefializar por receptores implicados en
el reconocimiento natural de neumococo (agonistas homologos) y otro conjunto que active
receptores no implicados en la infeccion natural (agonistas heterélogos) y comparar su
capacidad de conferir proteccion contra la neumonia invasiva mediante la administracion

intranasal.

Caracterizar los mecanismos moleculares y celulares vinculados a la proteccion, empleando
como modelo de un agonista heterélogo, la flagelina de Salmonella enterica serovar

Typhimurium.

Poner a punto un modelo murino de inmunoterapia sublingual que permita investigar la

eficacia del tratamiento con flagelina administrada por dicha ruta.

Estudiar la capacidad de flagelina de actuar como adyuvante de vacunas de aplicacion

sublingual.
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CAPITULO IlI: MATERIALES & METODOS

l1l.1. Streptococcus pneumoniae.

Las cepas de Streptococcus pneumoniae empleadas en este trabajo se obtuvieron de la coleccion
del Centro Nacional de Referencia del Ministerio de Salud Publica de Uruguay en el marco de una

colaboracion con la Dra. Teresa Camou, Directora del Centro.

Se seleccionaron dos aislados clinicos de serotipo 1 (E1585) y serotipo 3 (E1434), recuperados de
de sangre y liquido pleural respectivamente de pacientes con diagnéstico de neumonia. Las
principales caracteristicas de las cepas determinadas en el Centro Nacional de Referencia, se
presentan en la Tabla IIl.1.i.

TABLA lll.1.i: Aislados Clinicos de S. pneumoniae empleados para la puesta a punto de un modelo de neumonia aguda
en ratén. Cepas y datos de la Coleccion del Laboratorio de Referencia del Ministerio de Salud Publica.

CEPA SEROTIPO FECHA AISLAMIENTO ORIGEN DIAGNOSTICO

E 1585 1 15/10/2001 Sangre Neumonia

E 1434 3 8/1/2001 Liquido pleural Neumonia
SUSCEPTIBILIDAD (S) Y RESISTENCIA (R) A ANTIBIOTICOS DETERMINADA POR DISCO DE DIFUSION

CEPA OXACILINA SU{?%S;?SSX‘QOL ERITROMICINA CLORANFENICOL

E 1585 S S S s

E 1434 s s s S

CEPA TETRACYCLINA RIFAMPICINA LEVOFLOXACINA CLINDAMYCINA

E 1585 S S S s

E 1434 S S S s

CONCETRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM)

CEPA VANCOMICINA PENICILINA CEFTIOFUR (Multilocus,\éltl_qﬁ;ce Typing)

E 1585 S 0.016 0.016 ST 304

E 1434 s 0.03 0.008 ST 180

I1l.1.1. Preparacion del stock madre y de trabajo.

Stock madre.

En todo momento las bacterias fueron manipuladas segun técnica aséptica, con mechero o en cabina
de flujo laminar acorde para trabajo con patégenos de nivel 2 de bioseguridad. El descarte de todo el
material en contacto con las bacterias se realiz6 con previa descontaminacion en soluciéon de

hipoclorito de sodio o esterilizaciéon en autoclave.
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Los stocks de trabajo fueron preparados como ya se describié en [68,69,129], a partir de la
adaptacion de los protocolos del “Bacterial Respiratory Pathogen Reference Laboratory of the US

NIH” Universidad de Alabama — Birmingham, USA, realizada por la Dra. Rial.

Brevemente, las bacterias se recibieron en placas frescas de Agar Tripticasa de Soja (Difco),
suplementadas con 5% v/v (en adelante agar-sangre) sembradas el dia previo e incubadas a 37 °C
en atmosfera con 5% CO:. Inmediatamente, 7 a 10 colonias aisladas fueron inoculadas en tubos de
15 ml conteniendo 10 ml de caldo Todd-Hewitt (Becton-Dickinson) 37 g/l suplementado con 5 g/l de
extracto de levadura (Sigma). Los caldos se incubaron a 37°C en bafio de agua con agitacion lineal
suave a moderada. Cuando se detecté turbidez en los tubos, tras 5 a 7 horas de incubacion, se
control6 la densidad oOptica para determinar el punto en que alcanzaron una densidad Gptica de 0.2 —
0.4 a 600 nm. En este momento, se tomaron 2 ml de la parte superior de cada tubo y se adiciono
igual volumen de caldo fresco y glicerol estéril al 12% v/v. Alicuotas de 1.2 ml se almacenaron en

tubos estériles a -80 °C por hasta 18 meses.

Stock de trabajo.

Los stocks de trabajo se prepararon de forma similar, partiendo de placas de agar-sangre sembradas
con ansa el dia anterior a partir de los stocks madre (sin dejar que se descongelase, se tomé una
porcion del stock madre congelado con ansa estéril para la siembra y el stock fue nuevamente
almacenado a -80 °C). Se procedié del mismo modo que como se describié para el stock madre,
pero dejando que los cultivos alcanzaran una densidad 6ptica de 0.7 — 0.9 a 600 nm. Las alicuotas
fueron almacenadas por hasta 3 meses a -80 °C. Antes de emplear las bacterias en cualquier
experimento, luego de descongeladas, las alicuotas fueron centrifugadas a 2500 g por 5 minutos
para descartar el medio de preservacion, el pellet bacteriano se lavé con 1 ml de solucion salina
estéril y tras centrifugarse otra vez en iguales condiciones, se suspendié en un volumen adecuado de
solucién estéril. En general, con este método de preparacion, cada alicuota de serotipo 1 presenté de
2 a 5x10® UFC (unidades formadoras de colonia), mientras que el serotipo 3 present6 2 — 8x10” UFC

por alicuota de 1.2 ml.
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l1l.2. Agonistas de PRRs & Proteinas.

111.2.1. Flagelinas.

Todas las flagelinas, nativas, recombinantes o mutadas fueron disefiadas, producidas y purificadas
en el Laboratorio del Dr. Jean-Claude Sirard del grupo Lung Infection and Innate Immunity, Center for
Infection and Immunity of Lille, del Institut Pasteur de Lille, Francia.

Flagelinas con capacidad de sefalizacién via TLR5/NLRC4:

Se emplearon 3 tipos de flagelinas con capacidad de sefializar por los dos receptores.

1. Flagelina nativa: se obtuvo por purificacién de los flagelos de de Salmonella enterica
serovar Typhimurium, como se describio previamente en [130,131]. Brevemente, las
bacterias se crecieron durante 16 horas en Luria Bertani (LB) a 37 °C, en agitacién a 250
rom. Para aislar los flagelos las bacterias se cosecharon por centrifugacion y el pellet fue
suspendido en Tris 500 mM, pH 8 y agitado vigorosamente por 1 minuto. Los restos
bacterianos fueron removidos por centrifugacion a 8000 g por 15 minutos y el sobrenadante
fue adicionalmente purificado por filtracién a través de mallas de 0.8 um de tamafios de poro.
Los flagelos se recuperaron por ultracentrifugacion a 1x10° g por 90 minutos y suspendidos
en un volumen pequefio de NaCl 150 mM y los monédmeros de flagelina fueron liberados por
desnaturalizacién acida por agregado de 10 mM HCI y agitacién por 30 minutos. Los
sobrenadantes fueron centrifugados por ultracentrifugacién a 1x10° g por 90 minutos y el pH
equilibrado a 8.0 por agregado de Tris 50 mM y 10 mM NaOH.

2. FliCA4174-400: Esta flagelina mutante carece del dominio hipervariable pero presenta
capacidad normal de sefalizar via TLR5/NLRC4. El mutante FliC,17s-400 fue producido como
se indicé en [131]. Brevemente, a partir del gen FIiC derivado de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (ATCC14028 flagellin FIiC; #AAL20871) clonado en el plasmido pBR322 bajo el
promotor natural de la proteina, se generd el mutante carente de la region hipervariable
FliC174-400 empleando los primers AGCACCattcagcgtatccagacc y
GCTGGTgctacaaccaccgaaaac (minusculas= linker).

3. FIiC-6H-WT: Esta flagelina se genero también a partir del gen nativo de FIiC de S. enterica
serovar Typhimurium (ATCC14028, flagellin FIiC, #NP_460912; aa 1-495) y se expresé
como fusion a cola de poli-histidina. Se produjo y se purific6 como se describié antes con un

paso adicional de pasaje por columna Ni-NTA (Pierce).
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Mutantes deficientes en sefalizacion via TLR5:

Se emplearon dos mutantes con diferencias estructurales pero de caracteristicas funcionales

similares.

1. FliC4174-400/89-96*;: La generacion del mutante FIICA174-400/89-96* se realizd a partir
de FlICA174-400 con un paso adicional de mutagénesis dirigida sobre los residuos 89-96,
para impedir la sefalizacién via TLR5. Las proteinas se purificaron a partir de sobrenadantes
de cultivos de Salmonella recombinante como se describié anteriormente.

2. FIICTLR5mut: Este mutante se gener6 a partir de FliC-6H-Wt y sustitucion de los
aminoacidos 90-97 (QRVRELAV) por el motivo (DTVKVKAT), lo que elimina su capacidad de
activar la via de TLR5. La proteina se expresé como fusién a cola de poli-histidina, producida

y purificada como se describié con un paso adicional de pasaje por columna Ni-NTA (Pierce).

Mutante deficiente en sefializacion via NLRC4:

1. FIICNLRCmut: Este mutante se genero a partir de FliC-6H-Wt y porta una delecién de los
aminoacidos de la regiéon C-terminal 493, 494 y 495 (LLR), lo que impide la sefalizacién via
NLRC4. La proteina se expres6é como fusion a cola de poli-histidina, producida y purificada

como se describié con un paso adicional de pasaje por columna Ni-NTA (Pierce).

En todos los casos el LPS fue removido empleando columnas de polimixna B (Pierce) y los niveles
residuales fueron chequeados en todos los lotes mediante el test de Limulus, siendo menores a 20
pg/ug. Adicionalmente, una fraccién de las proteinas fue hidrolizada mediante tratamiento con
tripsina y administradas in vivo o in vitro, de modo de descartar posibles efectos del LPS remanente.
El protocolo de tripsinizacion consistié en la incubacion de 2/3 de la soluciéon de proteina en PBS
(100 a 300 pg/ml) con 1/3 de solucion de tripsina 0.25 % (Gibco). Tras 1 hora de incubacion a 37 °C,
la tripsina fue inactivada por incubacién a 70 °C por 30 minutos. La hidrélisis de los tripsinizados y la
integridad de las proteinas no tratadas, se verifico por SDS-PAGE. Las proteinas se almacenaron en
soluciones de concentracién 1 a 10 mg/ml en PBS a -20 °C o -80 °C por hasta 6 o 12 meses. Para

almacenaje prolongado las mismas fueron liofilizadas en PBS 0.5X y almacenadas a -80 °C.

En todos los casos, las flagelinas nativas y recombinantes fueron calentadas 5 minutos a 65 °C para
liberar los monémeros de proteina y siempre se manipularon con guantes para prevenir la

degradacién y con material apirégeno para evitar contaminacion con LPS.

A los efectos de facilitar la interpretacion de resultados y dados los efectos equivalentes entre los
miembros de cada conjunto de flagelinas, a lo largo del texto se emplea la denominacion FIiC para
hacer referencia a todas las flagelinas capaces de sefalizar por TLR5 y NLRC4, la denominacion
FIICATLR5 para aquellas que no poseen capacidad de sefializar via TLR5 y la denominacion

FIICANLRC4 para el mutante deficiente en la sefializacion por NLRC4.
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111.2.2. Lipopéptido Activador de Macréfagos 2 (MALP-2) y S-[2,3-
bispalmitoiloxi-(2R)-propil]-R-cisteinil-amido-monometoxil
polietilenglicol (BPPcysMPEG).

Los agonistas de TLR2/6 MALP-2 y BPPcysMPEG fueron preparados en el laboratorio del Dr. Carlos

Guzman.

MALP-2 fue obtenido a partir de Mycoplasma fermentans como se describié en [132], mediante una
etapa de extraccion en cloroformo:metanol (2:1) y extraccion en detergente octil-glucésido y dialisis,
seguida de purificacién por cromatografia de alta performance (HPLC) de fase reversa. El compuesto
purificado se suspendid en una mezcla de 2-propanol al 33% v/v en agua apirégena a una

concentracién de 5 mg/mly se almacené a -20 °C, siendo estable por afios.

BPPcysMPEG fue preparado como se describi6 en la patente nimero de publicacion
WO02004/009125 A2 (26/11/2006), “New adjuvants on the basis of bisacyloxypropylcysteine
conjugates and derivatives and their uses in pharmaceutical compositions”, Ebsen T., Morr M.,
Guzman C.. A partir del compuesto liofilizado se prepard una solucion 5 mg/ml en agua apirégena y

se almacen6 a -20 °C.

111.2.3. CpG ODN 1826

El CpG ODN tipo B de secuencia 5-TsCsCsAsTsgsAsCsgsTsTsCsCsTsgsAsCsGsTsT fue obtenido
de la compafiia TIB Molbiol, Alemania. Se prepard solucién en agua apirégena a 100 mg/ml y se

almacend6 a -20 °C.
I11.2.4. Acido ciclico 3’, 5'-diguanilico (c-di-GMP)

La sintesis de c-diGMP se condujo como se describié en [133] en el laboratorio del Dr. Guzman.
Resumidamente, la sintesis partido de un protocolo estandar de ciclacion y purificacion del producto
por cromatografia de alta performance de fase reversa . Seguidamente la forma sédica de c-di-GMP
obtenida se purific6 por cromatografia de intercambio iénico. La estructura se confirmé por
espectrometria de masa y resonancia magnética nuclear. El compuesto liofilizado se almaceno6 a -20

°C por hasta 6 meses y se suspendié en agua apirégena a una concentracion de 5 mg/ml.
111.2.5. Acido poliinosinico-policitidinico (poli(l:C))

Poli(I:C) (tlrl-pic) fue obtenido de Invivogen y suspendido en agua apirégena a una concentracion de

25 mg/ml y tras homogeneizarse por pipeteo se calentdé 10 minutos a 70 °C. Se almacend a -20 °C.
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111.2.6. a-galactosilceramida, variante peguilada (o-GalCer-MPEG)

La variante peguilada de (a-GalCer se gener6 como se describié en [134]. Para ello metil-PEG-
COONH fue disuelto en diclorometano, hidroxibenzotriazol e di-isopropil-carbodiimida y mezclado con
una solucién de a-GalCer en diclorometano. EI compuesto resultante tras incubacién, se purificé por
cromatografia en silica y el compuesto final hidrogenado se sometié a purificacién final por
cromatografia en silica con fase mévil de cloroformo/metanol.

El compuesto purificado se suspendié en agua apirdgena a una concentracion de 10 mg/ml.

111.2.7. Lipopolisacarido (LPS)

El LPS de E. coli 0111:B4 fue obtenido de la empresa SIGMA y suspendido en agua estéril o medio

de cultivo una concentracion final de 1 mg/ml.

111.2.8. Ovoalbumina (OVA) y toxoide de neumolisina PLYt.

La OVA purificada de clara de huevo de pollo grado V fue obtenida de la empresa SIGMA y
suspendida a 50 mg/ml para los ensayos de vacunacion. El contenido de LPS fue removido con
columna de polimixina B (Pierce). Los experimentos de seguimiento in vivo del antigeno se realizaron
empleando OVA previamente marcada con Cyto750-NHS ester (Cytodiagnostics) segun

instrucciones del fabricante.

El toxoide PLYt se obtuvo a partir de una cepa de E. coli de la coleccion del Laboratorio de
Investigacion en Vacunas. Esta cepa (W3110-056) fue transformada con el plasmido pPACIB9
portando el gen de la neumolisina truncada bajo promotor triptéfano inducible por &cido pB-
indoleacrilico [135]. PLYt posee de actividad hemolitica reducida respecto de la nativa ya que carece
del extremo C-terminal, regién responsable de la polimerizacibn en membranas eucariotas.
Resumidamente, colonias aisladas de la cepa de W3110-056 crecidas por 16 horas en agar LB
suplementado con ampicilina 100 ug/ml, fueron empleadas para inocular caldos de LB-100 pg/ml
ampicilina que se incubaron durante 16 horas a 37 °C y agitacion a 200 rpm. El cultivo fue diluido
1/100 en medio fresco y se incubé en idénticas condiciones por 3 horas, tiempo en el que se realizo
la induccién del mismo con 25 ug/ml de acido B-indoleacrilico (Sigma). Tras 8 horas las células se
cosecharon por centrifugacion (15 minutos, 3500 g) y se procedid al aislamiento de los cuerpos de
inclusion segun [136], obteniéndose la proteina tras sonicado y pasos sucesivos de lavado en 10
mM Tris-HCI y 1mM EDTA, pH 7.2. Como paso final se realiz6 la solubilizacion de la fraccion
insoluble conteniendo PLYt en urea 8 M y finalmente se realizd la renaturalizacion por didlisis en
PBS, pH 7.4.
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I11.3. Animales

Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a la normativa vigente y habilitados por la
Comisién Honoraria de Experimentacion Animal de Uruguay (protocolos N°: 08-05-10, 071140-
000821-12, 071140-002275-12, y por el Institut Pasteur de Lille (N° A59107). En todos los
experimentos se emplearon ratones hembras de entre 8 y 12 semanas de edad de las cepas BALBI/c,
C57/BL6, NMRI, SCID (C.B-17 SCID) y C57BL/6-Tg (TcraTcrb)425Cbn/J (en adelante OT-II)
obtenidos de la Division Nacional de Laboratorios Veterinarios, Janvier Labs, Institut Pasteur de Lille,
Institut Pasteur de Montevideo o Helmholtz Center for Infection Research. Los animales se

mantuvieron en aisladores, con régimen de comida y agua ad libitum.

111.3.1. Infeccion intranasal con aislados clinicos de S. pneumoniae.

El modelo de neumonia aguda invasiva en ratones se establecié6 empleando los protocolos descritos
en [68,69,129]. Los animales se anestesiaron con 111 mg Ketamina y 5.6 mg Xilacina por kg de peso
por inyeccion intraperitoneal (i.p.) y se dejaron descansar 10 minutos antes de la instilacion del
in6culo bacteriano preparado como se describié en la Seccion Il1.1.1. Los protocolos de infeccion
llevados a cabo en el Institut Pasteur de Lille se realizaron bajo anestesia inhalatoria (isofluorano 2%
y 1.5% para ratones BALB/c y C57/BL6 respectivamente empleando sistema DRE-Biomedical). Tras
la anestesia los animales recibieron el inéculo bacteriano en un volumen final de 50 ul en solucién
salina y se mantuvieron en posicidn vertical durante 1 minuto para asegurar que el in6culo alcanzara

los pulmones.

Tras la infeccidon los animales se controlaron diariamente. Los animales se manipularon siempre en
instalaciones de nivel de seguridad 2, dentro de camara de bioseguridad, manteniéndose en

aisladores equipados con filtros HEPA.

La dosis infectiva del indculo bacteriano se determind tras realizar cada infeccion mediante siembra
de diluciones seriadas en agar-sangre y recuento de UFC tras incubacion por 16 a 18 horas en
estufa a 37 °C y 5% COa.

111.3.2. Determinacion de la carga bacteriana en organos y tejidos.

La determinacion de las UFC en 6rganos y tejidos se realizé a diferentes tiempos post-desafio segun
se indica mas adelante en el texto y figuras. Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical
(o inyeccion letal con pentobarbital soédico en el caso de los protocolos realizados en el Institut
Pasteur de Lille). Inmediatamente los pulmones y bazos fueron recuperados y colocados en 1 ml de
solucion salina estéril, manteniéndose en hielo hasta el momento de la homogeneizacion. La
disrupcion se realizé en camara de flujo empleando un homogeneizador rotor/estator (IKA-Werke) a

velocidad intermedia (10 a 12000 rpm durante 15 segundos). La carga bacteriana se determiné en
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diluciones seriadas de los homogeneizados sembradas en placas de agar sangre, incubadas por 16
a 18 horas en estufa a 37 °C y 5% COo..

La presencia de bacterias en sangre se determiné por siembra de diluciones seriadas de sangre
extraida del seno retro-orbital o por puncion de la vena lateral de la cola, anticoagulada mediante

adicién de citrato de sodio 3.8% (1:10 en relacién al volumen de muestra).

En todos los casos el nimero de UFC se determiné sembrando un volumen total de la muestra pura
y de cada dilucion 60 ul en 3 gotas de 20 ul cada una. No se realizaron pasos de enriquecimiento en

ninguna oportunidad.

111.3.3. Administracion sublingual de compuestos.

La entrega sublingual de compuestos se realiz6 bajo anestesia con Ketamina/Xilacina (111/5.6 mg
respectivamente por kg de peso). Tras 10 minutos la boca del animal se mantuvo abierta empleando
una micro pinza de cirugia, sosteniendo la cara dorsal de la lengua contra el paladar. Los
compuestos fueron administrados en un volumen maximo de 10 pl, colocandose la mitad en el piso
de boca y el resto en la cara ventral de la lengua (por detalles de la manipulacion dirijase al Capitulo
IV.4).

Los protocolos de tratamiento durante la neumonia neumocécica por administracion sublingual de
flagelina presentados en el Capitulo 1V.4, se realizaron mediante una Unica aplicacién de la proteina

12 o 2 horas antes de la infeccion.

Los protocolos de inmunizacién sublingual descritos en el Capitulo IV.5 se realizaron bajo los
regimenes de vacunacién mas 2 recuerdos. Las dosis y tiempos entre vacunacion y cada recuerdo

se indican en el capitulo mencionado.

111.3.4. Deplecién de células Grl®.

El objetivo de estos experimentos fue eliminar los neutréfilos circulantes mediante el uso de un
anticuerpo monoclonal dirigido contra la molécula de superficie conocida como Receptor de
Granulocitos 1 o Grl (del inglés: anti-granulocyte receptor 1 o Ly6C-Ly6G), expresada principal pero
no exclusivamente en estas células. Se emplea el término “deplecidon” para hacer referencia a este
procedimiento. Si bien el mismo no existe en el Idioma Espafol, se emplea como un anglicismo

comunmente aceptado entre la comunidad de inmundlogos.

La deplecién se realizo 24 horas antes del desafio bacteriano para asegurar la accion del tratamiento
qgue consistid en una inyeccion i.p. de 100 ug de anticuerpo monoclonal clon RB6-8C5 en PBS,
purificado a partir de sobrenadantes de cultivo del hibridoma en el Institut Pasteur de Lille. Como
control se empled la misma dosis del un anticuerpo del mismo isotipo (IgG2b de rata), clon HB152.

La eficacia del tratamiento se comprobé en todos los casos mediante citometria de flujo empleando
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los marcadores Grl y CD11b o Ly6C, Ly6G, confirmandose la deplecién del 99% de los neutréfilos

en sangre y lavados broncoalveolares.

I11.3.5.Transferencia adoptiva de linfocitos purificados de ratones
OT-Il.

Estos ensayos se realizaron con el fin de evaluar el efecto adyuvante de flagelina administrada por
ruta mucosa en conjunto con OVA en términos de su capacidad de inducir la proliferaciéon de

linfocitos T virgenes.

Los ratones OT-Il presentan linfocitos CD4* portadores del receptor T transgénico capaz de
reconocer especificamente el péptido 323-339 de OVA cuando es presentado en contexto del MHC-II
(siglas en inglés para Complejo Mayor de Histocompatibilidad I1). Los linfocitos totales fueron
purificados a partir de homogeneizados mecanicos de bazos y ganglios de ratones OT-Il virgenes.
Las células totales se filtraron por mallas de 70 y 40 um vy los linfocitos totales se recuperaron por
gradiente de densidad Lympholyte (Cedarlane) realizado segun instrucciones del fabricante. Los
linfocitos OT-Il se marcaron con CFDA-SE como se describié en [137]. La membrana celular es
permeable al CFDA-SE el cual es cortado por las estearasas intracelulares a CFSE, que en el
citoplasma celular reacciona con las proteinas y otros compuestos con grupos amina, formando
conjugados fluorescentes que emiten sefial en el canal verde y que permanecen en el citosol. Las
células marcadas se transfirieron por ruta intravenosa a ratones singénicos virgenes. A las 24 horas
los ratones transferidos fueron vacunados por ruta sublingual o intranasal con OVA sola o con FliC y
se dejaron transcurrir 4 dias hasta la recuperacion de los érganos (ganglios, bazos y pulmones). Si
se produce el procesamiento y presentacién eficiente de la OVA a las células T-CD4-OT-Il, las
mismas proliferan en respuesta al estimulo, fenémeno que se puede evidenciar por citometria de
flujo como pérdida de la fluorescencia en el canal verde, por division del contenido citoplasmatico

entre la célula original y la nueva generacion.

I11.4. Células.

111.4.1. Cultivo de la linea celular A549.

La linea epitelial de pulmén A549 (ATCC CCL-185) fue seleccionada en base a que presenta varias
de las caracteristicas de los neumocitos Il del pulmén [138] y asi montar un modelo para el estudio
de la activacion del epitelio pulmonar por parte de los inmunoestimulantes, en particular flagelina. Las
células fuero cultivadas en DMEM/FK12 (PAA), 10% v/v suero fetal bovino (FBS) (PAA) o RPMI
(PAA), FBS 5% v/v. las células se mantuvieron a confluencia del 80-90% y se realizaron pasajes 1/5

cada 48-72 horas, refrescandose el medio 3 veces a la semana.
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Para los ensayos, las células confluentes se despegaron del plastico mediante incubacién con
Tripsina-EDTA por 4 minutos a 37 °C, el efecto de la tripsina se neutralizé por dilucion en medio
fresco y pipeteo repetido. El nimero de células se determiné por recuento en camara de Neubauer o
Contador automético Countess (Invitrogen) en presencia de azul de Trypan (Invitrogen) y 2x10°
células se colocaron en placas de 48 pocillos. Las células se dejaron adherir por 2 horas y se
estimularon segun se indica en las figuras presentadas en el Capitulo 1V.3. Al cabo del tiempo de
estimulacion, el medio fue removido, se realiz6 un lavado con PBS estéril libre de Ca®**/Mg*" y se
lisaron directamente en Trizol (Invitrogen) segun instrucciones del fabricante para posterior extraccion

del ARN total segun se indica mas adelante.

111.4.1. Purificacion de neutrofilos humanos y ensayos de activacion

de estallido respiratorio.

Estos ensayos se condujeron con el fin de determinar si la flagelina era capaz de activar
directamente neutrofilos, midiéndose la magnitud del estallido respiratorio como marcador de

activacion.

Se emplearon neutréfilos humanos aislados de sangre periférica de donantes voluntarios sanos. Se
partié de 20 ml de sangre recolectada en tubos Vacutainer (BD) que fue procesada inmediatamente
después de ser colectada. Los neutrofilos se purificaron mediante gradiente de densidad Histopaque
1077 y 1119 (Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza de la poblacién aislada se
confirmo por citometria de flujo empleando como referencia los parametros de granularidad (SSC) y
tincion positiva con CD45 o CD14. Los ensayos de estimulacion con PMN se realizaron en
RPMI+10% SBF (PAA) en ausencia de antibioticos. Previo a la estimulacion, las células se incubaron
con Dihidro-rodamina 123 (Sigma) durante 15 minutos segun instrucciones del fabricante y se
lavaron. Luego se incubaron con el estimulo (neumococo y/o flagelina o forbol-miristato-acetato)
durante 45 minutos a 37°C, 5% CO: y agitaciéon. Inmediatamente después se incubaron en hielo y la
fluorescencia en verde fue analizada por citometria de flujo en FACS-Canto Il y fue tomada como

mediad del estallido respiratorio y activacion de las células.

111.4.2. Aislamiento de células dendriticas de médula osea.

Las células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDC) fueron preparadas por el Lic. Martin

Rossotti, segun el siguiente protocolo:

Las células se aislaron de la tibia y fémur de ratones C57/BL6 de 6-8 semanas mediante inyeccion
de PBS apirégeno. Tras filtracibn en malla de nylon, se realizé la lisis de eritrocitos y se determiné el
nimero de células viables. Un total de 3x10° células se colocaron en placas de Petri (Greiner) con 10
ml de medio “DC” (RPMI, 10% suero fetal decomplementado, 2mM L-glutamina, 500 nM f-
Mercaptoetanol, 100 U/ml penicilina/estreptomicina, 20 pg/ml gentamicina) con 20 ng/ml de GM-CSF

recombinante, preparado en el Laboratorio de Inmunologia-DEPBIO, Facultad de Quimica. Luego de
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3 dias se agregaron 10 ml de medio DC+GM-CSF fresco y al dia 6 se cambi6 la mitad del medio por
medio DC+GM-CSF fresco. Al dia 7, 2-3x10° células fueron transferidas a placas de 96 pocillos
(fondo en U) y fueron estimuladas por diferentes tiempos con distintas dosis de flagelina segin se
indica en las figuras o LPS de E. coli (SIGMA) 200 ng/ml. Al cabo del tiempo de incubacién, las
células se lavaron y se procedié al marcado como se indica en la Seccién III.6.

Para evaluar capacidad de procesamiento antigénico, las células fueron estimuladas con FIiC o LPS
en presencia de 2 ug de OVA-DQ (Invitrogen) por el tiempo indicado. Tras incubarse en hielo por 5

minutos para detener la fagocitosis se realizo el marcado con anticuerpos y analisis por citometria.

l11.5. RT-qPCR:

La determinacién de los niveles de mensajeros se realiz6 a partir de homogeneizados de pulmén o
células en cultivo en Trizol (Invitrogen), seguido de extraccion de ARN total y retrotranscripcién (RT-

PCR) empleando random hexamer primers y la retrotranscriptasa M-MLV (Invitrogen).

Los pulmones fueron homogeneizados en 1 ml de trizol empleando un homogeneizador rotor/estator
y conservados a -80 °C hasta su procesamiento. La extraccion de ARN a partir del homogeneizado
en Trizol se realiz6 segun protocolo descrito por el fabricante, con un paso de extracciéon con
cloroformo, precipitacion en alcohol isopropilico y lavado con etanol 75% v/v y posterior
resolubilizacion en agua ultra pura incubandose a 60 °C durante 10 minutos. La cuantificacion de los
acidos nucleicos se realizd en Nanodrop (Thermo) a 260 nm y se registré el cociente de
absorbancias a 260/280.

Para la RT-PCR se partié de 1 ug de RNA total y se procedié al tratamiento con DNAse-I (0.35 U)
(Invitrogen), segun las instrucciones del fabricante. La RT-PCR se realiz6 empleando 200 U de la
transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) en buffer provisto por el fabricante y en presencia de 200 ng
de random primers (Invitrogen), dinucleétidos trifosfato 1mM de cada tipo, 400 U de RNAse Out
(Invitrogen) y DTT 20 mM en un volumen final de reaccién de 20 pl. La reaccién se realizé siguiendo
el siguiente programa: 10 min, 25 °C; 50 min, 37 °C; 15 min, 70 °C. El ADN copia fue diluido 1:5

antes de realizar la PCR en tiempo real (QPCR).

La gPCR se realizé empleando kit QuantiTect (Qiagen) segun instrucciones del fabricante empleando
los termocicladores en tiempo real 7900 HT Fast Real Time PCR System (Applied Biosystem) o Rotor
Gene-6000 (Corbett Life Sciences).

La reaccién de qPCR se realiz6 empleando 2 ul del ADN copia diluido segun el siguiente protocolo:
15 min, 95° C, seguido de 40 ciclos de 15 seg, 95 °C; 1 min, 60 °C (paso de adquisicion de
fluorescencia en el canal verde). Seguidamente se realiz6 curva de disociacion de los productos
segun el siguiente protocolo: 60-95 °C con aumentos de 1 °C cada 5 seg, con registro de
fluorescencia en cada paso. Este protocolo se empleé para todos los genes excepto para los
marcados con asteriscos en los que cambi6 el protocolo de amplificacion y se mantuvo el de la curva

de disociacion.
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Para el caso de 18s se empled el protocolo siguiente: 15 min, 95°C y 40 ciclos de 15 seg, 94°C 30
seg, 60°C (con adquisicion de fluorescencia); 30 seg, 72°C.

Para Tnfaip3 el protocolo fue: 15 min, 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 seg, 94°C, 30 seg, 54°C (con
adquisicién de fluorescencia) y 30 seg a 72°C.

En todos los casos se emplearon los primers a concentracion final de 0.9 uM.

El analisis de datos se realiz6 en los programas provistos por cada fabricante. Los datos se
procesaron segun el método descrito en [139]. Los genes de referencia enddgenos se indican en las
leyendas de las figuras para cada ensayo. Los resultados se expresan como incremento relativo

respecto del grupo control indicado también para cada caso.

Nombre Secuencia 5’-3’ Producto PCR (pb)
mB-actin F | GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT 68
mB-actin R | CGTCATCCATGGCGAACTG
mCCL20 F | TTTTGGGATGGAATTGGACAC 69
mCCL20 R | TGCAGGTGAAGCCTTCAACC
MmCXCL1 F | CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA 84
MCXCL1 R | ACGGTGCCATCAGAGCAGTCT

mIL-10 F CATTTGAATTCCCTGGGTGAGA 101

mlL-10 R TGCTCCACTGCCTTGCTCTT

mIL-23_F GCCCCGTATCCAGTGTGAAG 78

miL-23 R CGGATCCTTTGCAAGCAGAA

miL-6 F GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA 78

miL-6_R AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
mTGFbeta F | GCTGAACCAAGGAGACGGAAT 76
mTGFbeta R | GAGTTTGTTATCTTTGCTGTCACAAGA
mTNFalfa F | CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 63
mTNFalfa R | CCTCCACTTGGTGGTTTGCT
miL-17A F CTCCAGAAGGCCCTCAGACTAC 69
mIL-17A_ R | GGGTCTTCATTGCGGTGG
mIL-17F F CCCATGGGATTACAACATCACTC 66
mIL-17F R CACTGGGCCTCAGCGATC

mIFNg F TCAGCAACAGCAAGGCGAAA 143

mIFNg R CCGCTTCCTGAGGCTGGAT
mFoxp3 F CCCAGGAAAGACAGCAACCTT 89
mFoxp3 R | TTCTCACAACCAGGCCACTTG

miL-4 F ACAGGAGAAGGGACGCCAT 95

miL-4 R GAAGCCCTACAGACGAGCTCA

mLy6G_F TGCTCTTGACTTTGCTTCTGTGA 79

mLy6G R TGCCCCTTCTCTGATGGATT

mCxcl2_F CCCTCAACGGAAGAACCAAA 72
mCxcl2_R CACATCAGGTACGATCCAGGC

miL22 F TTTCCTGACCAAACTCAGCA 68

miL22 R TCTGGATGTTCTGGTCGTCA
mp35_ 1112 F | ATCACACGGGACCAAACCA 72
mp35 1112 R | CAGGCAACTCTCGTTCTTGTGTAGT
mp40 1112 F | GCAAAGAAACATGGACTTGAAGTTC 74
mp40 1112 R | CACATGTCACTGCCCGAGAGT
mlllbeta F | CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG 152
mlillbeta R | GATCCACACTCTCCAGCTGCA

mIL18 F CAGGCCTGACATCTTCTGCAA 105

mIL18 R TCTGACATGGCAGCCATTGT
mS100a9-F | CACCCTGAGCAAGAAGGAAT 95
mS100a9-R TGTCATTTATGAGGGCTTCATTT

mHamp-F GATGGCACTCAGCACTCG 112

mHamp-R CTGCAGCTCTGTAGTCTGTCTCA

mLcn2-F CCATCTATGAGCTACAAGAGAACAAT 89

mLcn2-R TCTGATCCAGTAGCGACAGC
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Nombre Secuencia 5’-3’ Producto PCR (pb)
Ccl20-F CAGTGCTGCTACTCCACCTC 53 variante 2
Ccl20-R GCAGTCAAAGTTGCTTGCTTCT 56 variante 1
Cxcl1-F CGCCCAAACCGAAGTCATAG 114
Cxcl1-R TTGGATTTGTCACTGTTCAGCAT
Cxcl8-F GCGCCAACACAGAAATTATTGTAA 108
Cxcl8-R GCCCTCTTCAAAAACTTCTCCAC
DEFA1-F CGGACATCCCAGAAGTGGTTG 77
DEFA1-R GTTTTTCCTTGAGCCTGGATGCTTT
DEFB1-R GGAAGCCTCTGTCAGCTCAG 150
DEFB1-F GTTACCACCTGAGGCCATCTC
Foxp3-F GCTGCAGCTCTCAACGGT 123
Foxp3-R TTGAGGGAGAAGACCCCAGT
Ifng-F TGCAGGTCATTCAGATGTAGCG 82
Ifng-R TTTTCTGTCACTCTCCTCTTTCCAA
1110-F GAGGCTACGGCGCTGTCAT 101
1110-R AGATGCCTTTCTCTTGGAGCTTATT
1112p35-F | ATAAAAATGTGGCCCCCTGG 138
1112p35-R | CACAAGGAGGAGGCTGCG
I117a-F AAACTCATCCATCCCCAGTTGA 76
I117a-R CAGTAGCAGTGACACCAATGAGG
1117-F TCACGTAACATCGAGAGCCG 52
1117f-R AAGTGACAGTGTAATTCCAGGGG
1118 -F TGGAATCAGATTACTTTGGCAAGC 145
1118-R GTCCGGGGTGCATTATCTCT
1121-F ACACAGACTAACATGCCCTTCAT 92
1121-R TCATCTTTTGGAGAAGTGATTTGAA
1122-F CTCCTTCTCTTGGCCCTCTTG 141
1122-F ATCAGCCAAGCTAGCCTCCTT
1123p19-F | ACTAGTGGGACACATGGATCT 139
1123p19-R | CTGGTGGATCCTTTGCAAGC
116-F GGTACATCCTCGACGGCATC 50
116-R CTTGTTACATGTCTCCTTTCTCAGG
Nos2-F GAGGGGACTGGGCAGTTCTA 117
Nos2-R TCTTCACTGTGGGGCTTGCAG
Tnfa-F ATCTTCTCGAACCCCGAGTG 59
Tnfa-R CAGCTTGAGGGTTTGCTACAAC
ActB-F CTACGAGCTGCCTGACGG 98
ActB-R AGGACTCCATGCCCAGGAA
Tnfaip3-F** | CTGCCCAGGAATGCTACAGATAC 100
Tnfaip3-R** | GTGGAACAGCTCGGATTTCAG
18s-F* ACATCCAAGGAAGGCAGCAG 65
18s-R* TTTTCGTCACTACCTCCCCG

111.6. Citometria de flujo.

Pulmones y Lavado Broncoalveolar (BAL)

Para los andlisis de citometria de flujo en pulmones los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical. Previo a recuperar los pulmones se realizé la perfusién de los mismos mediante inyeccion
de PBS-1 mM EDTA en el ventriculo derecho del corazén. Seguidamente se realizd el lavado
broncolaveolar por inoculacion repetida de 1 ml de PBS- 1 mM EDTA a través de la traquea. Los

lavados se centrifugaron a 300 g, 4 min y se procedio al marcado como se describe méas abajo.
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Una vez extraidos los pulmones, se realizé la digestion con colagenasa/DNAsel segun [140]. Las
suspensiones celulares obtenidas fueron filtradas por malla de 100 y 70 um, centrifugadas y
suspendidas en 1 ml de PBS- 1mM EDTA-1% BSA. El recuento de células viables se realiz6 en

contador automatico Countess (Invitrogen) empleando Trypan Blue.

El marcado con anticuerpos monoclonales especificos y controles isotipicos (BD Pharmingen, e-
Biosciences o Cedarlane) se realizd durante 30 minutos en hielo. En algunas ocasiones las células
se fijaron con paraformaldehido 2% por 15 minutos a temperatura ambiente y tras ser lavadas se

almacenaron a 4°C hasta el momento la adquisicion.

Las células se analizaron en citbmetro FACS Canto Il o FACS Calibur (Becton-Dickinson). El analisis
de datos se realiz6 en Cell Quest 3.3 (BD), Facs Diva (BD) o FlowJo V10 (Treestar). La estrategia de

andlisis y jerarquia de poblaciones se indica en cada caso.

Evaluacion del estallido respiratorio en neutrofilos.

El estallido respiratorio en neutréfilos humanos se evalué mediante el uso de Dihidro-rodamina 123
(DHR) (Sigma) segun lo descrito en [141] y siguiendo el protocolo del fabricante. Brevemente, se
preparé una dilucion 1/10 en PBS a partir del stock madre 10 mM DHR en dimetilsulféxido, para
generar el stock de trabajo. Luego 1-2x10° células fueron marcadas con 1 ul del stock de trabajo en
10 ml de PBS + 0.5% de suero fetal en oscuridad por 15 minutos a temperatura ambiente, en
agitacion continua. Se lavaron 1 vez en 10 ml de PBS y se estimularon con flagelina, LPS,
neumococo o las combinaciones indicadas en las leyendas de las figuras y forbol miristato acetato
(PMA) en el control positivo. Transcurrido el tiempo de incubacion se analiz6 la fluorescencia emitida
en el canal de FITC en FACS Canto Il (BD).

Analisis de BMDC.

Las células preparadas como se describié antes fueron lavadas tras la estimulacién y suspendidas
en FACS-EDTA. El bloqueo de los receptores Fc se realiz6 empleando FC-block (BD) segun
instrucciones del fabricante. Seguidamente, se tifieron con anticuerpos monoclonales segin se indica
en las figuras, durante 30 minutos en hielo. Por dltimo se lavaron y analizaron en citémetro FACS-

Canto Il (BD) sin fijacion previa.

11l.7.Histologia.

Los tejidos fueron fijados en PFA 4% y embebidos en parafina. Secciones de 5 um fueron tefiidas
con hematoxilina-eosina y analizadas en microscopio optico. Tres ratones por grupo fueron
analizados, en un total de 6 secciones en doble ciego y procesadas posteriormente en el software
NIS-Elements BR (version 3.0) (Laboratory Imaging).
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111.8. ELISA.

Determinacion de anticuerpos especificos contra OVA.

Se sensibilizaron placas Nunc Maxisorp de 96 pocillos con 20 ug/ml de solucion de OVA en
amortiguador fosfato 0.2M pH 6.5, 300 pl/pocillo y se incubaron 16-18 h a 4°C en camara humeda.
Las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween-20 0.05% y se bloquearon 1 h a temperatura
ambiente con PBS-leche descremada 1% (PBS-M), 300 ul/pocillo y se almacenaron a -20 °C hasta el
momento de usarlas. Tras descongelarse, se lavaron 3 veces en PBS-Tw20 0.05% y se procedid a
sembrar 100 ul/pocillo de las diluciones de sueros preparadas en PBS-M. Las muestras se incubaron
por 2 h 30 a 37 °C 0 16-18 h a 4 °C. Se lavé nuevamente 3 veces en PBS-Tw20 0.05%, y se incubd
con la dilucién apropiada del anticuerpo secundario biotinilado (anti-IgG, 1gG1, IgG2a, IgG2b, IgG3,
IgA o IgM especificos para ratdon de Southern Biotechnologies). Tras lavar nuevamente se colocaron
100 ul/pocillo de Extravidina-PO (Sigma) y se incubd por 45 min a 37 °C. Tras 5 lavados, se
agregaron 100 ul de 3,3',5,5-Tetramethylbenzidine (TMB) y la reaccién se detuvo por agregado de
50 pl/pocillo de H2SO4 2N. Se registro la absorbancia a 450 nm y con referencia a 620 nm en lector
MRX Il (Dynex Technologies).

En todos los casos, se emple6 un suero positivo como estandar, el cual fue preparado por
inmunizacion repetida de ratones con OVA y toxina colérica por ruta i.n.. Se construyé una curva de
calibracién en cada caso y el titulo de anticuerpos de las muestras problema se determiné segun la
ecuacion de la curva. En todos los casos las diluciones se sembraron por duplicado y se sembraron

al menos 3 diluciones de cada muestra.

Determinacion de anticuerpos especificos contra PLYt.

Se sensibilizaron placas Nunc Maxisorp de 96 pocillos con 10 pug/ml de solucién de PLYt en buffer
carbonato 50mM pH 9.6, 50 ul/pocillo y se incubaron 16-18 h a 4°C en camara humeda. Las placas
se lavaron 3 veces con PBS-Tween-20 0.05% y se bloquearon 1 h a 37 °C con PBS-BSA 1% (PBS-
BSA), 100 ul/pocillo y se almacenaron a -20 °C hasta el momento de usarlas. Luego de
descongelarse, se lavaron 3 veces en PBS-Tw20 0.05% y se sembraron 50 pl/pocillo de las
diluciones de sueros preparadas en PBS-BSA 0.01% Las muestras se incubaron por 16-18 h a 4 °C.
Se lavé nuevamente 3 veces en PBS-Tw20 0.05%, y se coloco la dilucion apropiada del anticuerpo
secundario biotinilado (anti-lgG especifico para raton de Southern Biotechnologies). Tras lavar
nuevamente se colocaron 50 ul/pocillo de Extravidina-PO (Sigma) y se incub6 por 45 min a 37 °C.
Tras 5 lavados, se agregaron 100 ul de 3,3',5,5-Tetramethylbenzidine (TMB) y la reaccion se detuvo
por agregado de 50 pl/pocillo de H2SO4 2N. Se registré la absorbancia a 450 nm y con referencia a

620 nm en lector MRX Il (Dynex Technologies).

Nuevamente, se empled un suero positivo como estandar, esta vez preparado por inmunizacion

repetida de ratones con PLYt y toxina colérica por ruta s.c.. Se construy6 una curva de calibracion en
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cada caso y el titulo de anticuerpos de las muestras problema se determind segun la ecuacion de la
curva. En todos los casos las diluciones se sembraron por duplicado y se sembraron al menos 3

diluciones de cada muestra.

111.9.Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizé con el software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego,
CA).

Las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier se analizaron por el test de log rank (Mantel-Cox).

Para comparaciéon entre grupos se empled test de Mann-Whitney de una via a menos que se
especifique lo contrario. Los analisis se realizaron para p<0.05 y p<0.01 y se indican con uno y dos

asteriscos respectivamente.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

IV.1. Puesta a punto de un modelo murino de neumonia

neumococica

El ser humano es el hospedero natural del neumococo. Sin embargo, diferentes especies son
susceptibles a la infeccidn y/o colonizacion cuando son expuestas a este coco gram positivo en el
laboratorio. Hace ya varias décadas se cuenta con diferentes modelos animales para el estudio de
las distintas manifestaciones de la enfermedad neumocécica, que resultan Gtiles tanto para el estudio
de la fisiopatologia de la infeccién, como para el desarrollo de nuevas alternativas de profilaxis y

tratamiento.

El modelo murino es el mas empleado en la actualidad para el estudio de la enfermedad
neumocoécica En comparacion con otros modelos animales como conejo, rata o cobayos, el ratén
presenta varias ventajas. Se destacan el bajo costo de los animales y de su manutencion,
disponibilidad de diferentes cepas endogamicas reportadas como susceptibles a la infeccién
neumocacica, posibilidad de alojar un importante nimero de animales en un area reducida, mayor
facilidad para adecuar las instalaciones a nivel de bioseguridad I, gran variedad de herramientas
comercialmente disponibles para el estudio de diferentes parametros de la respuesta inmune y
extensa literatura disponible sobre la fisiopatologia de la infecciébn neumococica en este hospedero.
Los modelos murinos de neumonia neumococica permiten, en tiempos razonablemente cortos,
evaluar diferentes parametros durante la infeccidn como ser evolucidon de la carga bacteriana en
pulmones, sangre y nasofaringe, respuesta celular y humoral contra la infeccion, sobrevida de los
animales, entre otros, y han sido muy utiles en el desarrollo de terapias antimicrobianas y en la

evaluacion de nuevas vacunas antineumocaocicas (revisado en [142]).

Existen dos rutas principales de infecciébn empleadas para inducir neumonia en ratones: la ruta
intratraqueal (i.t.) y la ruta intranasal (i.n.). La administracion i.t. posibilita la entrega de hasta el 99%
del inéculo bacteriano en los pulmones. Sin embargo, implica una intervencién quirdrgica compleja

en cada uno de los animales [142].

La administracion i.n. puede realizarse por instilacién de la suspension bacteriana en las narinas del
animal anestesiado o mediante el empleo de sistemas de nebulizaciéon, que generan un aerosol a
partir del inéculo bacteriano que es aspirado por los animales mantenidos en una camara de
exposicién cerrada. Ambos métodos de inoculacion reproducen en gran medida la ruta natural de
infeccion en humanos. Si bien el sistema de aerosol es conveniente para la infeccion simultanea de

varios animales y no necesita anestesia, requiere de un equipo especial, ho permite controlar con
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precisién la carga bacteriana que alcanzan los pulmones de cada animal, puede facilitar la
diseminacion del patégeno al ambiente y muchas veces causa infecciones no deseadas, por ejemplo
en los ojos, debido a que el animal entero se expone al aerosol de alta carga bacteriana [142,143].
Por el contrario, la instilacién intranasal permite la entrega de un nimero mas preciso de bacterias
hacia las vias respiratorias, sin que sea necesaria la exposicion de todo el cuerpo del animal a una

alta carga bacteriana.

Uno de los aspectos claves en la puesta a punto del modelo de infeccién por instilacion intranasal es
el tipo y dosis de anestesia. Existen reportes que demuestran que el tipo de anestésico influye tanto
en la patogénesis de la neumonia neumocécica como en la respuesta inmune frente a la infeccién en
ratones [144]. Asimismo, la profundidad de la sedacidn es el factor clave para la entrega de una dosis

precisa de bacterias en las vias respiratorias bajas.

El objetivo de esta primera etapa del trabajo consistié en generar condiciones estables para el cultivo
y mantenimiento de aislados clinicos de S. pneumoniae, establecer la susceptibilidad de dos cepas
endogamicas de ratones frente a la infeccion intranasal con dos serotipos de neumococo y
caracterizar la evolucion de la infeccion centrando la atencion en los aspectos basicos de la
respuesta inmune en los pulmones durante la neumonia neumocdcica invasiva. Por la facilidad de
implementacion y la mayor seguridad, se opté por el modelo de instilacion intranasal. Cabe
mencionar que esta parte del trabajo se realiz6 en colaboracién con el Dr. Marqués y la Dra. Rial;
informacion complementaria del modelo de infeccion puede encontrarse en la tesis doctoral de la
Dra. Rial [69].
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IV.1.1. Optimizacion de las condiciones de cultivo, mantenimiento
de cepas de S. pneumoniae e infeccion experimental en ratones por

ruta intranasal.

Cultivo y mantenimiento de S. pneumoniae para los protocolos de infeccion in

vivo.

El punto de partida de este trabajo fue la puesta a punto de los cultivos de dos cepas de S.
pneumoniae en un medio comercial, Todd Hewitt, enriquecido con extracto de levadura. Las cepas
se seleccionaron segln su relevancia clinica en nuestro pais y la regién [8,145]. Se eligieron dos
aislados clinicos bien caracterizados de la coleccion del Laboratorio de Referencia del Ministerio de
Salud Publica, procedentes de liquido pleural y sangre de pacientes con cuadros de neumonia

neumocécica (Tabla Ill.1.i, Materiales y Métodos).

Los cultivos se realizaron como se describié en la seccion Materiales & Métodos a partir de la
adaptacion de protocolos del “Bacterial Respiratory Pathogen Reference Laboratory of the US NIH"

Universidad de Alabama — Birmingham, USA.

Durante la elaboracion del stock madre y de trabajo, se apreciaron cambios que, sin afectar la
viabilidad bacteriana, provocaron una disminucién de la virulencia, lo que se tradujo en una menor
susceptibilidad de los ratones a la infeccion. Si bien el fendmeno no se estudié de modo exhaustivo,
la menor virulencia de las cepas se asocid a la menor expresion de capsula en las colonias
cultivadas en agar-sangre (inspeccionadas por observacién macroscopica de las colonias), asi como
en un crecimiento mas lento en caldo. A través de los sucesivos ensayos, se comprobd que la
pérdida de virulencia estaba relacionada con el tiempo de almacenamiento de los stocks a -80°C,
siendo la cepa de serotipo 1 E1585 mas afectada que el serotipo 3. Para evitar cambios en la

virulencia se establecid un tiempo

maximo de almacenamiento a -80 °C

8
45x0 de 18 meses para los stocks madre y
3 meses para los stocks de trabajo. En
T 3.0x0°-
3 vista de lo observado, se instauré la
=]
1.5x10° practica de renovar los stocks de
manera periédica.
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Tiempo (hs) Dado que los ensayos in vivo

Figura IV.1.1: Variacién de la viabilidad de suspensiones de S. requieren — a menudo  de tiempos
pneumoniae serotipo 1 a 0°C en funcion del tiempo. Suspensiones prolongados para realizar la infeccién
bacterianas mantenidas a -80°C fueron descongeladas, lavadas,

centrifugadas a 2500 g y resuspendidas en 1 ml de solucion salina de un cierto niumero de animales, se
isotonica estéril. Las suspensiones bacterianas se mantuvieron en hielo

y se tomaron alicuotas a los intervalos sefialados para determinar estudid la estabilidad de los stocks de
unidades formadoras de colonias mediante plaqueo de diluciones

seriadas en placas de agar sangre. Se muestra la media de los trabajo en funcién del tiempo,
duplicados + SEM.
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mantenidos en hielo. Se tomaron alicuotas de las suspensiones bacterianas y se realiz6 el recuento

de UFC en placas de agar-sangre.

No se encontrd una variacion significativa en la viabilidad bacteriana de los stocks mantenidos en
hielo por hasta 3.5 h (Figura IV.1.1), hecho que descarta variaciones en las dosis infectivas debidas

al orden de inoculacién de los animales durante el protocolo de infeccion.

Puesta a punto de la infeccion intranasal en ratones.

El primer paso en la puesta a punto de la infeccion experimental consistié en ajustar la dosis del
anestésico elegido (una mezcla de Ketamina-Xilacina) para lograr la entrega en los pulmones de al
menos el 80% del indculo bacteriano contenido en un volumen de 50 pl, instilado por ruta i.n.. La
dosis estandar de Ketamina-Xilacina (200 mg/kg-10 mg/kg respectivamente) causa depresion
respiratoria y bradicardia, pudiendo provocar hipoxia y detencién de las contracciones cardiacas en
pequefios animales [146]. Estos efectos adversos pueden verse agravados por la inoculacion de la
suspensién bacteriana en los pulmones de los animales sedados. Por este motivo se trabaj6é en
ajustar la dosis del anestésico para lograr un grado de sedacion moderado, minimizando los efectos
adversos. Ratones BALB/c o C57BL/6 fueron sedados con una dosis 111 mg Ketamina y 5.6 mg
Xilacina por kg de peso. Se procedié a la inoculacién intranasal de 50 ul de suspension de
neumococo con una cantidad conocida de UFC, preparada en solucidn salina estéril. La sobrevida se
controlé durante los 7 dias siguientes y los experimentos se repitieron al menos tres veces. Los
resultados mostraron que al emplear una menor dosis de anestesia habia variaciones en la sobrevida

de los animales desafiados

Se observé que al emplear la dosis menor de anestésico, existia mayor variaciéon en el grado de
sedacion que alcanzaban los animales. Las diferencias en la sobrevida observadas parecian
asociarse con la profundidad de la sedacién que alcanzaba cada individuo al momento de la

instilacion de la suspension bacteriana.

Se determinaron dos grados de sedacion

100 alcanzados con la dosis de 111 mg/kg-5.6

8 4o mg/kg de Ketamina-Xilacina tomando
o
E . .. .z 7z .
3 0 como indicio de sedacion a la pérdida de
> e . - .z
s 40 movilidad y disminucién del tono
O
5 20 muscular: sedacion leve que tiene lugar
2 : :

' luego de 3 minutos de aplicada la

Sedacion leve Sedacién moderada-profunda

anestesia e implica pérdida de

Figura IV.1.2: El grado de sedaci6n determina la entrega eficiente del in6culo
bacteriano en los pulmones. Ratones BALB/c, hembras de 8 semanas de edad,
fueron anestesiadas con Ketamina (111mg/kg)/Xilacina (5.6mg/kg) administrada por .
ruta intraperitoneal. Los animales se dejaron reposar durante 2 minutos (sedacion Completa y sedacion moderada-profunda
leve) o 10 minutos (sedaciéon moderada-profunda) y seguidamente se administr6 el . i i L,
in6culo bacteriano mediante la aspiracién de de gotas aplicadas en las narinas. Los a partlr de los 10 minutos de la apl|caC|on
animales se dejaron descansar en posicién decubito supino durante 5 minutos. Tras

ser sacrificados, se removieron los pulmones y se prepararon homogeneizados en de la anestesia, con pérdida total de
solucién salina. El nimero de UFC de los homogeneizados y del inéculo fueron

determnadas por plaqueo de diluciones seriadas en placas de agar sangre movimiento relajacion muscular
incubadas durante 16 hs. a 37°C y 5% CO,. Las barras representan la media + SEM y |
para un n=3. Resultados representativos de 2 experimentos independientes.

movimiento pero sin relajacibn muscular

51



completa. A continuacion se determiné el porcentaje de bacterias vivas que alcanzaban los pulmones
en funcién del grado de sedacion al momento de la instilacion intranasal. Tras recibir el anestésico
los ratones se dejaron reposar 3 minutos (sedacion leve), o 10 minutos (sedacion moderada-
profunda) antes de ser inoculados con la suspension de neumococo serotipo 1 o 3. Transcurridos 5
minutos luego de administrado el indculo de bacterias, los animales fueron sacrificados y se les
extrajeron los pulmones para la preparacion de homogeneizados en solucion salina. La
determinacion de UFC en pulmones se realizd mediante siembra de diluciones seriadas del
homogeneizado en placas de agar-sangre. Como se muestra en la Figura VI.1.2, los animales que
recibieron el indculo bacteriano bajo sedacién moderada-profunda recibieron promedialmente cerca
de un 80% del total de las bacterias administradas (78.7 £ 9.8%), mientras que en los inoculados
bajo sedacion leve no se alcanzé a recuperar el 50% del total de bacterias inoculadas (48.7 +
13.5%). Concordantemente, a la misma dosis de inéculo bacteriano, los animales infectados bajo
sedacion moderada-profunda mostraron menor tasa de sobrevida que los infectados bajo sedacién

leve.

En base a estos resultados, todas las infecciones se realizaron estrictamente en animales bajo

sedacion moderada-profunda.

IV.1.2. Caracterizacion del modelo de neumonia invasiva en ratones

Susceptibilidad de ratones BALB/c y C57/BL6 a la infeccion respiratoria con

serotipos 1 y 3 de Streptococcus pneumoniae.

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas para la infeccion in vivo, se realizé la puesta a punto
del modelo murino de neumonia neumococica. En primer lugar se estudié la susceptibilidad de las
cepas de ratones BALB/c y C57BL/6 frente al desafio intranasal con los dos serotipos de neumococo
seleccionados, en términos de tasa de mortalidad frente al desafio con dosis infectivas crecientes,
evolucién de la carga bacteriana en pulmones y sangre, y caracterizacion del perfil transcripcional en

pulmones y reclutamiento celular hacia las vias respiratorias.

En primera instancia se compar6 la susceptibilidad de las dos cepas de ratones ante la infeccién
intranasal con dosis crecientes de neumococo de serotipo 1 o 3. La sobrevida de los animales
infectados se registré diariamente por un periodo de 7 dias. Como ilustra la Figura IV.1.3, la cepa
BALB/c resulté ser mas susceptible a la infeccién, presentando una tasa de mortalidad mayor en

comparacion a la de la cepa C57BL/6 para la misma dosis infectiva de cada serotipo.

Se definié a continuacién la minima dosis letal (MDL) de neumococo capaz de causar un 100% de
muerte en cada cepa de ratones y para cada serotipo bacteriano. La MDL para ratones BALB/c
desafiados con S. pneumoniae serotipo 1 fue de 4x10° UFC/50 pl. Para el caso del serotipo 3 en la
misma cepa de ratones no fue posible definir una MDL con igual precisién ya que en los diferentes

experimentos de desafio con la dosis de 4x10° UFC/50 p, la sobrevida varié entre el 0 y el 20%.
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Cabe destacar que la Figura 1V.1.3 C muestra el resultado representativo de la mayoria de los

experimentos.

La cepa E 1434 se caracteriza por ser una cepa muy capsulada, lo que dificulta la recuperacion del
total de las bacterias por centrifugacion, asi como el recuento de las UFC en placa. Esto determina
qgue la dosis infectiva para este serotipo no pueda ser calculada con igual precisién que para el
serotipo 1. Sumado a la mayor susceptibilidad de la cepa BALBI/c, esto podria explicar las diferencias

observadas en los distintos ensayos de desafio.

Para el caso de la cepa C57BL/6 se definié6 como MDL la dosis de 4x10” UCF/50 nl para el serotipo 1
y de 4x10° UCF/50 pl para el serotipo 3.

En vista de los resultados, se optd por profundizar en la caracterizacion del modelo de neumonia
invasiva empleando el aislado clinico E 1585 de serotipo 1 en ratones BALB/c. El serotipo 3 y la cepa

C57BL/6 fueron empleados en comparaciones puntuales.

Una descripcién detallada del modelo de neumonia aguda empleando la cepa E1585 serotipo 1 en la
cepa C57BL/6, asi como otros detalles de la infeccién por serotipo 3 se encuentran disponibles en el

trabajo de Tesis de la Dra. Analia Rial [69], realizado paralelamente y en colaboracién con el

presente trabajo.
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Figura VI.1.3: Susceptibiliad de ratones C57BL/6 y BALB/c a la infeccidn intranasal con aislados clinicos de S.
pneumoniae serotipos 1y 3. Hembras de 8 semanas de edad, de las cepas BALB/c o C57BL/6, grupos de 4 a 8 animales,
fueron anestesiadas con Ketamina/Xilacina por via intraperitoneal e infectadas con diferentes dosis de neumococo serotipo 1 (A
y B) o serotipo 3 (C y D) por instilacién intranasal de 50 ul de la suspension bacteriana. La sobrevida fue monitoreada
diariamente. Resultados representativos de al menos 3 experimentos diferentes.
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Evolucion de la carga bacteriana a nivel local y sistémico durante la infeccion

con S. pneumoniae serotipo 1 en ratones BALB/C.

A continuacién se estudié la evolucion de la infeccidén respiratoria aguda causada por la MDL de
serotipo 1 en ratones BALB/c. Se realizé el monitoreo de la carga bacteriana en pulmones durante
los primeros 60 minutos pos-instilacion (Figura IV.1.4), tiempo en el que no se registraron cambios

significativos con respecto a la dosis infectiva administrada.

Posteriormente, se realizé el andlisis a 1, 2 y 7 dias post-infeccion, determinandose la carga
bacteriana en homogeneizados de pulmones y la presencia de bacterias en sangre (a través de
preparacion de homogeneizados de bazo) de modo de comprobar la capacidad invasiva de la cepa.
Como se aprecia en la Figura 1V.1.5, transcurridas 24 horas de infeccién, la carga bacteriana en
pulmones se duplicé y continué creciendo hasta alcanzar valores en el entorno de las 10°
UFC/pulmén a las 48 horas. Coincidentemente, a partir del segundo dia de infeccion, S. pneumoniae
fue aislado del bazo de los animales infectados. El aumento de la carga bacteriana en pulmones y
bazo coincidié6 temporalmente con la muerte de los animales, que comenzé a partir del dia 3 y

continué hasta el dia 5 post-infeccion.
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Figura IV.1.4: Evolucién de la carga bacteriana en Figura IV.1.5: Evolucién de la carga bacteriana en pulmones y en bazo

pulmones a tiempos tempranos. Hembras BALB/c de
8-10 semanas de edad fueron anestesiadas con
Ketamina/Xilacina por ruta i.p. e infectadas por ruta i.n.
con ~4x10° UFC de S. pnuemoniae E1585, serotipo 1.
Los pulmones fueron extraidos y homogeneizados en
solucién salina estéril a los tiempos indicados y las UFC
de neumococo fueron determinadas por siembra de
diluciones seriadas en placas de agar sangre. Las barras
representan la media £SEM (n=3).

durante la infeccién experimental con neumococo en ratones . Hembras
BALB/c de 8-10 semanas de edad fueron anestesiadas con Ketamina/Xilacina
por ruta i.p. e infectadas por ruta i.n. con ~4x10° UFC de S. pnuemoniae
E1585, serotipo 1. Los o6rganos fueron extraidos y homogeneizados en
solucién salina estéril a los tiempos indicados en la figura. Las UFC de
neumococo en pulmones (A) y bazo (B) fueron determinadas por siembra de
diluciones seriadas en placas de agar sangre. El simbolo £ indica la muerte del
100% de los animales al tiempo sefialado. Las barras representan la media
+SEM (n=6) y los asteriscos diferencias significativas (p<0.01) determinadas
mediante test de Mann Whitney.

Perfil transcripcional en pulmones frente al desafio con la minima dosis letal

de S. pneumoniae serotipo 1.

Seguidamente, se realizo el analisis del perfil transcripcional en pulmones de ratones BALB/c tras el
desafio con la MDL de S. pneumoniae serotipo 1. La cantidad de ARN mensajero de genes
involucrados en la respuesta inmune se cuantificé por RT-gPCR de forma relativa al grupo tratado

con solucidn salina, con previa normalizacién respecto del mensajero de B-actina.
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En primera instancia se analizé la variaciéon de los ARN mensajeros de 116, Tnfa, Ccl20, Cxcl1, 11173,
1123, 1110 y Tgfb en pulmones a tiempos cortos post-infecciéon: inmediatamente al desafio, 20 minutos,

1 hora o 4 horas después (Figura IV.1.6).
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Figura IV.1.6: Etapas tempranas de la infeccion respiratoria con S. pneumoniae serotipo 1: perfil transcripcional en pulmones. Hembras
BALB/c de 10-12 semanas de edad fueron infectadas por ruta i.n. con ~4x10° UFC de serotipo 1. Los pulmones se extrajeron a los tiempos indicados
para realizar extraccion de mensajeros totales. El nivel relativo de RNAm para el gen de interés fue normalizado empleando como gen de referencia
B-actina. Los resultados se expresan como cantidad de RNAm del gen de interés normalizado (barras negras), relativa al grupo control (barras blancas).
Las barras representan la media + SEM (n=3); los asteriscos representan incrementos significativos respecto al grupo que recibié salina para cada punto
temporal para valores de p<0.050, segun test de Mann Whitney de una via.

Seguidamente, se complet6 el analisis para dichas citoquinas a las 24 horas post-desafio y se amplié

el panel de mensajeros evaluados (Figura 1V.1.7).

Como muestra la Figura IV.1.6, los mensajeros codificantes para las citoquinas proinflamatorias TNF-
o e IL6 se incrementaron respecto del grupo control inmediatamente después de la instilacion de las
bacterias (Fig. IV.1.6 A y B) y continuaron elevados a las 24 horas post-desafio (Fig. IV.1.7 Ay B).
Los mensajeros de Tnfa mostraron el mayor aumento inmediatamente después de la instilacién,
mientras que los ARNm de 1l16 continuaron aumentando hasta las 24 horas, resultados concordantes
con varios reportes que demuestran la induccién de dichas citoquinas en modelos experimentales de

infeccion respiratoria con S. pneumoniae en ratones [27,28,69,147,148].

Los mensajeros de Cxcll y Ccl20, codificantes para dos citoquinas quimiotacticas pertenecientes a
las familias ELR-CXC y CC respectivamente, consideradas importantes mediadoras del proceso
inflamatorio durante la neumonia neumocécica [38,39], también mostraron incrementos. Aunque el
analisis estadistico no revel6 diferencias significativas respecto al grupo control durante las primeras
horas post-desafio, se observd una tendencia al aumento que alcanz6 su maximo a los 60 minutos.
La falta de significancia estadistica en las primeras fases de la infeccién fueron seguramente
consecuencia de variaciones interindividuales que, sumadas al pequefio nimero de individuos por
grupo, afectaron la potencia del test estadistico aplicado. A las 24 horas las diferencias fueron
menores aungue estadisticamente significativas respecto a la contraparte no infectada, confirmando

el aumento de los mensajeros de estas quimioquinas. Adicionalmente, se observé incremento de los
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mensajeros de Cxcl2, otra quimioquina relacionada de accion homoéloga a Cxcll, a las 24 horas del
desafio (Figura IV.1.7 E-G).

Varios grupos de investigacién, incluido el nuestro, han reportado la induccion de IL17 y de
respuestas del tipo Thl7 durante la infeccibn neumocécica aguda, frente a la colonizacién
nasofaringea y durante la respuesta a la vacunacion con antigenos de neumococo [68,69,149-153].
Estas respuestas se caracterizan por la produccién de IL17 y de otras citoquinas relacionadas como
IL21, IL22, IL23 y antimicrobianos como proteinas de la familia S100, MMP9 y lipocalinas [153-161].
Se observo la induccion de algunas citoquinas relacionadas con el perfil Th17 pero no se observé
induccion de los mensajeros de 1l17a en ninguno de los puntos temporales estudiados (Figuras 1V.1.6
E y IV.1.7M). Tampoco se observé presencia de ARNm de 1122 (Figura 1V.1.7 O). Entre las citoquinas
relacionadas a la respuesta Th17 que si mostraron incrementos, se encontrd el mensajero 1123-p19.
Este codifica para la subunidad p19 que junto con otra, p40, conforman el heterodimero conocido
como IL23 [162]. Esta citoquina es producida por células presentadoras de antigenos (CPAS) y
macréfagos activados en contexto pro-inflamatorio, ha sido fuertemente vinculada a la respuesta
frente a infecciones mucosas causadas por bacterias gram-positivas y gram-negativas (revisado en
[154]). Los mensajeros de 1123-p19 mostraron un incremento significativo aunque modesto a las 4
horas del desafio, que ya no se observé a las 24 horas (Figuras I1V.1.6 F y IV.1.7P). Otra citoquina
gue se ha relacionado con el desarrollo al fenotipo Th17 [163], cuyo mensajero mostré aumentos a
24 horas, fue IL21 (Figura 1V.1.7 N). Esta citoquina de accion pleiotrépica, se ha vinculado con la
amplificacion del fenotipo, presentando también accion autdcrina que ademas de inducir su propia
produccion, lleva a la expresion del receptor de IL23, lo que facilita el mantenimiento y estabilizacion
del fenotipo Th17 [163]

Por otra parte, los mensajeros para la lipocalina 2 (Lcn2) se vieron incrementados a las 24 horas del
desafio (Figura IV.1.7 Q). Lipocalina 2 es una proteina perteneciente a una superfamila de proteinas
de transporte que unen pequefias moléculas hidrofobicas, expresadas en la mucosa respiratoria

durante procesos inflamatorios [164].

Por dltimo, cabe mencionar que los mensajeros de 1118, ll1b, Ly6g, 114, Ifng, 1112-p35, TIr5, Hamp,

S100A9, Igj, Pigr, 1110, Foxp3 y Tgfb, no mostraron incrementos a ninguno de los tiempos estudiados.
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Figura IV.1.7: Perfil transcripcional en pulmones 24 horas post-infeccién con S. pneumoniae serotipo 1. Hembras BALB/c de 8-10 semanas de
edad fueron infectadas por ruta i.n. con ~4x10° UFC de serotipo 1 y sacrificadas a las 24 horas para realizar extraccién de mensajeros totales a partir de
pulmones. El nivel relativo de RNAm para cada gen fue normalizado empleando como referencia el gen de B-actina. Los resultados se expresan como
cantidad de los RNAm normalizados relativa(barras negras) al grupo control (barras blancas). Las barras representan la media + SEM (n=5 para Cxcl1,
Ccl20, 116, 114, 1110, Tgf-A, Tnf-a, 1123, Ly6g, Cxcl2, TIr5, 1118, 111-4, PigR, 1gJ, Foxp3, 1117a, o n=3 para Lcn2, Hamp, S100a9, Ifn-y, 1112p35, II121e 1122). Los
astericos indican aumentos significativos, (*) para p<0.05 y para (**) p<0.01 determinadas mediante test de Mann-Whitney de una via.
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Caracterizacion de las poblaciones celulares en pulmones y vias aéreas durante

la infeccion con serotipo 1.

Tras el andlisis transcripcional, se procedié a estudiar el impacto de la infeccion a nivel de las
poblaciones celulares y cambios anatdmicos microscépicos en pulmones. Se realizé el andlisis de las
poblaciones celulares en pulmones y vias aéreas asi como el analisis histolégico de pulmones en

ratones infectados con la MDL de serotipo 1, comparandoselos con animales tratados con solucion

salina estéril.

La Figura IV.1.8 muestra el resultado del analisis de las poblaciones celulares en parénquima
pulmonar a las 24 horas del desafio. Los animales infectados fueron sacrificados y los pulmones se
extrajeron con previa realizacion de lavados broncoalveolares para remover las células de las vias
aéreas. El tejido fue sometido a disgregacién mecanica y quimica obteniéndose suspensiones
celulares que fueron tefiidas con anticuerpos monoclonales contra epitopes de superficie conjugados
a fluorocromos, fijadas y analizados por citometria de flujo. Se comparé el porcentaje de cada uno de
los tipos celulares definidos segln se especifica en la figura respecto al numero total de células en
pulmén. De este analisis se concluye que a nivel del parénquima pulmonar, no se observaron
cambios significativos respecto al grupos control en ninguna de las poblaciones celulares analizadas
(linfocitos CD3 totales o T-CD4 y T-CDS8, linfocitos B, células NK, células dendriticas plasmacitoides y
mieloides, macrofagos y neutréfilos-PMN); los PMN mostraron un leve incremento, aunque no

significativo.
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Figura IV.1.8: Perfil de las poblaciones celulares en pulmones durante la infeccion respiratoria aguda con la MDL Streptococcus pneumoniae. Ratones BALB/c
de 10-12 semanas de edad fueron desafiados por ruta IN con la MDL de serotipo 1. Los animlaes fueron sacrificados a las 24 horas, tiempo en que se extrajeron los
pulmones, previa realizacién de lavado broncolaveolar. A partir del parénquima pulmonar se prepararon suspensiones celulares y se realizé la tincién con anticuerpos
monoclonales contra diferentes marcadores de superficie conjugados a fluorocromos. Los especimenes se analizaron por FACS. En base a los marcadores empleados se
distinguieron las siguientes poblaciones celulares: neutréfilos (definidos como Ly6G®''°;F4/80"9), macréfagos (M®, definidos como: Ly6G"®9;F4/80P°%), linfocitos T-CD4
(definidos como: CD3P%5;,CD4P°%; CD8"9), linfocitos T-CD8 (definidos como CD3P°%;,CD4"®9; CD8P%%), células B y NK (definidas como; CD19P°5; CD49b"™¢ y CD19¢9;
CDA49bP°s respectivamente), céluas dendriticas mieloides (mCDs, definidas como: CD11¢?'"°; CD11b2°; IAd¥) y células dendriticas plasmacitoides (pCDs, definidas como:
CD11c™M™P3°,cD11b™9;1Ad™). Los resultados se muestran como media + SEM (n=3). No se detectaron diferencias significativas mediante andlisis de Mann-Whitney de dos
vias para p<0.05.
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A continuacion se realiz6 el analisis histoldgico de secciones de pulmén 24 horas post-desafio. El
grupo control fue inoculado por ruta i.n. con el mismo volumen de solucién salina estéril de modo de
contemplar el dafio tisular debido a la inoculaciéon de un volumen importante de liquido en las vias
aéreas. Como se muestra en la Figura IV.1.9 A, la infeccién con S. pneumoniae provocoé inflamacién
evidenciada como infiltracion de células hacia los espacios alveolares y desorganizacién general del
tejido peri-bronquial (Fig. IV.1.9 B, paneles c y d), eventos que no se observaron en el grupo tratado
con solucion salina estéril. También se observé hemorragia en torno a la luz de los bronquios y

bronquiolos de los animales infectados (Fig. IV.1.9, panel c).

El contenido del LBA fue analizado por FACS a diferentes tiempos, encontrandose un aumento
significativo de los PMN (definidos como células Ly6G®™; F4/80™% a las 24 horas del desafio
respecto del grupo control, resultado concordante con lo observado a nivel histologico. El infiltrado

neutrofilico disminuyé rapidamente reduciéndose a la mitad transcurridas 40 horas.
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Figura IV.1.9: Andlisis histoldgico y del contenido alveolar 24 h post-desafio con 5. pneumoniae serotipol. Ratones BALB/c de 10-12 semanas de edad
fueron infectados por via i.n. o inoculados con salina y sacrificados a las 24 h. Panel (A): Se obtuvieron cortes de pulman a partir de bloques de parafina y se
realizo tincion con hematoxilina-eosina. Los cortes se observaron bajo microscopio dptico (aumento ocular 10X), para n=3 y se analizaron en doble ciego. La
estrella (x) sefiala el infiltrado celular, la flecha (S4) indica estructura correspondiente a los bronquios. Panel (B): Las células de los espacios alveolares
fueron recuperadas mediante lavados broncoalveolares y analizadas por citometria de flujo empleando anticuerpos especificas para los marcadores de
superficie Ly6G y F4/80 conjugados a fluorocromos. Los cuadrados representan la media para n=3 y las barras el error estandar (SEM); el asterisco indica

diferencias significativas para p<0.05.
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IV.1.3. Discusion Seccion IV.1.

Hasta aqui, se presentaron los datos correspondientes a la puesta punto y caracterizacion del
modelo de neumonia neumocdcica invasiva en ratones con dos aislados clinicos de S. pneumoniae,
E1585 y E1434 de la coleccion del Laboratorio de Referencia del MSP, correspondientes a serotipos

1y 3 respectivamente.

En cuanto a los serotipos seleccionados, del estudio de datos epidemiolégicos se concluye que son
dos de los mas relevantes en nuestro pais y la regién. Los serotipos 1 y 3, ocupan respectivamente
el segundo y cuarto lugar dentro de los serotipos mas aislados en nuestro pais a partir de pacientes
entre 0 y 14 afios con cuadros de neumonia [8]. A nivel regional, siendo S. pneumoniae el agente
bacteriano mas frecuente de la NAC en Latinoamérica, los serotipos 1 y 3 estan entre los 15 mas
frecuentes; el serotipo 1 es el segundo mas aislado y el 3 ocupa el décimo lugar [9,165]. Cabe
destacar, que ademas estos dos serotipos junto con el 5 son los mas usuales en casos de neumonia

con complicaciones como efusiones pleurales y enfermedad invasiva [8,9].

En lo que refiriere a las cuestiones practicas que hicieron a la puesta a punto del modelo de infeccion
intranasal en ratones, cabe destacar dos puntos: (1) el establecimiento de las condiciones
apropiadas para el cultivo, almacenamiento y mantenimiento de las cepas bacterianas y (2) la
determinacion del grado de sedacion de los animales al momento de la instilacién. Se concluy6 que
la reproducibilidad de los resultados y evolucién de la patologia respiratoria dependen principalmente
de la renovacion periddica de los stocks madre y de trabajo, el mantenimiento del inéculo bacteriano
a baja temperatura previo y durante el desafio de los animales y el tiempo transcurrido entre la
administracién del anestésico elegido y la instilacion de las bacterias en las narinas del animal. Se
establecieron las siguientes condiciones: (1) renovacion de los stocks madre y de trabajo mantenidos
a -80 °C cada 18 y 3 meses respectivamente, (2) empleo de una dosis de 111mg Ketamina y 5.6 mg
Xilacina por kg de peso y (3) espera de al menos 10 minutos tras la administracion del sedante antes
de la inoculacion i.n. de la suspension bacteriana para asegurar la entrega de al menos el 80% de las

UFC totales en los pulmones.

Los datos de sobrevida de ratones BALB/c y C57/BL6 desafiados por ruta i.n. con dosis crecientes de
los dos serotipos, indicaron que la cepa BALB/c es la mas susceptible. En cuanto a la virulencia de
los aislados clinicos, el serotipo 1 resulté menos virulento que el serotipo 3 en ambas cepas de
ratones. Los resultados obtenidos se oponen a los publicados en estudios anteriores, donde la cepa
de BALB/c fue reportada como mas resistente a la infeccion neumocoécica en comparacion a otras
cepas incluida la C57/BL6 [166-168]. En dichos trabajos, la resistencia de ratones BALB/c con un
mayor reclutamiento leucocitario en las vias respiratorias, en particular de neutréfilos, y a la mayor
capacidad microbicida de macréfagos y neutrdfilos en estos ratones [167,168]. Las diferencias entre
los resultados encontrados en este trabajo y otros, pueden deberse a diversos factores. En primer

lugar, deben considerarse diferencias entre las cepas bacterianas empleadas. Los diferentes
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serotipos de neumococo presentan virulencia variable en una misma cepa de ratones, pero también
ha de resaltarse que dosis infectivas iguales de neumococo del mismo serotipo capsular pero de
diferente cepa, pueden también presentar distinta virulencia en la misma cepa de ratones. Lo anterior
se evidencié en estudios como el de Preston et al. donde emplearon dos cepas diferentes de serotipo
3 para la infeccién i.n. en ratones, observando que mientras que el desafio con una de las cepas
resultaba letal, la otra a la misma dosis no lo era [168]. Esto ilustra el hecho de que, a pesar de que
las cepas bacterianas presentan el mismo polisacarido capsular, pueden diferir en otros factores de
virulencia que son muy relevantes a la hora de determinar la capacidad invasiva, estimulacion del
sistema inmune del hospedero o influir en otros factores que determinen cuan letal resulta la bacteria
en una cepa dada de ratones. Por otra parte, gran parte de la evidencia sefiala que variantes
genéticas propias de cada cepa de raton pueden contribuir al aumento de la susceptibilidad o
resistencia ante determinadas infecciones, incluida la infeccién neumocécica (revisado en [169]).
Concretamente en nuestro trabajo, es altamente probable que este Ultimo sea el caso. Las mismas
cepas bacterianas fueron testeadas en ratones BALB/c y C57/BL6 de diferentes origenes:
provenientes del pie de cria de la Division Nacional de Laboratorios Veterinarios (DILAVE), del
Laboratorio Janvier — Francia y de laboratorios Jackson en Alemania. A igual dosis de serotipo 1 0 3
los ratones BALB/c provenientes de Laboratorios Janvier, mostraron ser mas resistentes al ser
infectados por ruta i.n. que los BALB/c del DILAVE o Laboratorios Jackson, mientras que los
C57/BL6 de todos los origenes mostraron susceptibilidad similar entre ellos. Debe tenerse en cuenta
el estatus sanitario de las dos cepas de ratones evaluadas fue diferente, siendo los animales
empleados en Uruguay convencionales y los provenientes de Laboratorios Janvier y Jackson libres

de patogenos especificos.

En este trabajo, el modelo de neumonia invasiva se establecié mediante la inoculacion de la menor
dosis infectiva capaz de causar la muerte del 100% de los animales. Para el caso de la cepa BALB/c
y el serotipo 1, la MDL fue de 4x10° UFC/ratdn. En este modelo, la carga bacteriana en pulmones se
mantuvo constante durante la primera hora de infeccion, duplicAndose al cabo de 24 horas. La
replicacion bacteriana en pulmones continué hasta alcanzar casi 4 6rdenes de magnitud mas que el
in6culo inicial a las 48 horas; para ese entonces se detectaron bacterias en bazo confirmandose la

capacidad invasiva de la cepa bacteriana de serotipo 1 en el modelo murino.

En cuanto al analisis de la respuesta inmune en pulmones durante la infeccion, se observé aumento

de ARNm de varios genes proinflamatorios, reclutamiento leucocitario y dafio tisular.

El reconocimiento de diversos componentes bacterianos por parte de los PRRs durante la infeccion
por S. pneumoniae, desencadena la activacién de varias cascadas de sefializacion que confluyen en
la molécula adaptadora MyD88 y determinan en Ultima instancia la activacién del NFxB y la
transcripcion de genes proinflamatorios. En particular, la infeccion pulmonar con S. pneumoniae de
diversos serotipos se caracteriza por inducir la produccion de TNF-q, 111-B, IL6 y quimioquinas como

CXCL1, CXCL2, entre otras [58,170]. Concordante con reportes previos

61



[23,27,28,68,69,166,171,172], el andlisis del perfil transcripcional en pulmones durante la infeccion

pulmonar con serotipo 1 revel6 induccion de dichos mediadores inflamatorios.

En cuanto al rol de estas citoquinas en la defensa frente a la neumonia neumocdcica, se ha
establecido que TNF-a es critico, hecho evidenciado por la mayor susceptibilidad de ratones
deficientes en el receptor del TNF tipo | (TNFR) o tratados con anticuerpos neutralizantes anti-TNF-a.
En estos animales se ha observado exacerbacion de la bacteriemia y mayor mortalidad frente al
desafio i.n. con neumococo [148,171,173]. Durante la infeccion respiratoria, TNF-o es producido en
primera instancia por macréfagos alveolares. Esta citoquina facilita la adhesién de los neutréfilos al
endotelio vascular mediante la induccion de moléculas de adhesion en células vasculares y
promoviendo la permeabilidad del mismo [174,175]. Los neutréfilos y células fenotipicamente
caracterizables como monocitos/macréfagos han sido identificadas como células productoras de
TNF-a en etapas posteriores de la neumonia [148], teniendo por lo tanto un rol en la amplificacion de
la respuesta inflamatoria y su propio reclutamiento. Dada su gran capacidad inflamatoria, TNF-a. se
encuentra estrictamente regulado y su induccién suele ser temprana y por tiempos cortos. Sin
embargo, el reclutamiento leucocitario al sitio de infeccidon es mantenido posteriormente mediante la
induccién de los genes que codifican para quimioquinas de las familias ELR-CXC y CC. En particular,
CXCL1y CXCL2 (homodlogas a la IL8 humana), son inducidas tras la secrecion de TNF-a y favorecen
el reclutamiento de neutréfilos [176]. Estas citoquinas ademas de promover el reclutamiento de
neutréfilos aumentan la actividad fagocitica de los PMN y macrofagos reclutados [23,177]. Por su
parte las quimioquinas de la familia CC se asocian con reclutamiento de monocitos, macréfagos y
linfocitos. Algunas quimioquinas de esta familia poseen actividad microbicida sobre bacterias gram-
negativas y gram-positivas, tal y como es el caso de CCL20 [178,179]. Esta quimioquina, también
inducida durante la neumonia neumocécica, podria por lo tanto tener un rol directo sobre la inhibicién

del crecimiento del neumococo en el pulmén ademas de contribuir en el reclutamiento celular.

Si bien la induccién de estas citoquinas en el modelo de neumonia invasiva presentado es
concordante con datos de otros grupos, la respuesta observada difiere tanto en la cinética como en la
magnitud [27,28]. Cabe destacar que estos otros estudios no solo han empleado cepas y tipos
capsulares diferentes, sino que ademas las dosis infectivas empleadas fueron considerablemente
mas altas que la utilizada en el modelo de neumonia invasiva aqui presentado —empleando la
minima dosis letal. Comparando los resultados obtenidos en ratones BLAB/c, infectados con la MDL,
contra el modelo de neumonia subletal en ratones C57/BL6 puesto a punto paralelamente a este
trabajo por la Dra. Rial [68,69], se observa que la magnitud de la respuesta resulta semejante para
varios de los ARNm analizados. Por el contrario, la magnitud en el aumento de los ARNm de las
citoquinas proinflamatorias y de las quimioquinas mencionadas anteriormente es mucho mayor
cuando se emplean dosis infectivas que superan en varios 6rdenes a la minima dosis letal de este
serotipo. Estos resultados sugieren que la magnitud y dinamica de la respuesta dependen en gran

medida de la dosis infectiva empleada.
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Nuestro grupo y otros han mostrado previamente que la respuesta inmune frente a la infeccion
respiratoria con neumococo, induce el aumento de ARNm de Il17a y genes relacionados a la
respuesta Th17, asi como ARNm de Ifng y genes asociados a esta citoquina [68,69,149,180]. El
analisis del perfil transcripcional con la MDL de serotipo 1 en la cepa BALB/c revel6 incremento de
los ARNm de genes vinculados a la respuesta de IL17, en particular IL23 e IL21. Sin embargo, la
induccion de los ARNm de ll17a o 1122 no fue detectada en los tiempos analizados, asi como

tampoco se detectaron cambios en los ARNm para Ifng o citoquinas relacionadas.

En cuanto al aumento de los ARNm, de 1123 y 1121 en ausencia de otras citoquinas vinculadas a la
respuesta 17, podria especularse sobre roles independientes de estas citoquinas fuera del contexto
de la respuesta Th17. En el contexto de la respuesta Th17, IL23 conforma dos ejes funcionales que
operan en la respuesta inflamatoria frente a productos bacterianos en las mucosas. En particular, la
activacion del eje IL23/IL17 conduce al reclutamiento de neutréfilos y ha demostrado ser esencial en
la defensa frente a diversos patégenos bacterianos incluido S. pneumoniae [181-185]. En el pulmén,
la activacion del eje IL23/IL17 en respuesta a productos de bacterias gram-positivas o gram-
negativas media la respuesta innata temprana y ademas del reclutamiento de neutréfilos, induce un
aumento de antimicrobianos como MMP-9 [160]. Por otra parte, el eje IL23/IL22 induce la produccion
de antimicrobianos dentro de los que se encuentran las proteinas de unién a calcio de la familia
S100, y constituye una importante defensa frente a algunos patégenos extracelulares [155,161]. La
ausencia de IL17 e 1122 podria sugerir que IL23 puede estar cumpliendo un rol independiente de
estas citoquinas. Algunos estudios han demostrado que la administracién exdgena de 1L23 induce la
expresion de TNF-a en macréfagos peritoneales [186] y que la sobreexpresion del gen induce
incrementos de esta citoquina en suero [187]. Sin embargo, estos estudios no establecen claramente
si la induccion de TNF-a resulta de un efecto directo de IL23 o si la misma tiene lugar a través de un
mecanismo indirecto. Por otra parte, podria postularse que, a pesar de haberse detectado
mensajeros de 1123-p19, su traduccion a proteina activa puede haber sido impedida por mecanismos
post-transcripcionales que podrian afectar la estabilidad de los mensajeros de dicha interleuquina. De
hecho, el mensajero de 1123-p19 posee una larga regién 3'-no traducida (3'-UTR, del inglés: 3'-
untranslated region) que contiene multiples elementos ricos en adenosina/uridina (AREs, del inglés:
adenosine/uridine-rich elements) a través de los que puede regularse la estabilidad de los
mensajeros, habiéndose demostrado al menos la regulacién negativa de los ARNm de 1L23-p19 por

parte de IFN-y a través de la proteina TTP [188].

En cuanto a IL21, es una citoquina altamente expresada por células T colaboradoras tras
estimulacion via TCR en presencia de IL6 [189]. En combinacién con TGF-B, IL21 amplifica el
desarrollo al fenotipo Th1l7 de manera independiente de IL6 y luego actla de manera autdcrina
induciendo su propia produccion y la expresion del receptor de IL23 que facilita el mantenimiento y
estabilizacion del fenotipo Th17 [163]. Esta citoquina ha sido también relacionada con procesos de
inflamacién patoldgicos (Revisado en [190]). Ademas de su rol en la diferenciacion de las células T-
CD4, 1L21 tiene un importante rol en la respuesta humoral. Por un lado, se propone que controla la

generacion de centros germinales indirectamente promoviendo la generacion de células T-foliculares
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[191,192] y por otra parte, induce el cambio de clase especificamente para la subclase IgG1 tras la
inmunizacion de ratones con antigenos T-dependientes [193], e IgG1-lgG3 en humanos [194]. En el
contexto de la infeccion neumocdcica, la induccion de 1121 podria entonces estar vinculada a la
generacion de respuestas humorales actuando como vinculo entre la inmunidad innata y adaptativa
en etapas tempranas de la infeccion mas que estar jugando un rol en la diferenciacion del linaje
Thi7.

En cuanto a los ARNm de los genes analizados que experimentaron aumento durante la infeccion, se
observd el incremento del ARNm de lipocalina 2 (Lcn2). La lipocalina 2, también conocida como
siderocalina o NGAL (de Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin) es miembro de una familia de
proteinas trasportadoras que han sido recientemente vinculadas a la inflamacién en vias aéreas
[164]. Diversas citoquinas regulan la expresion de Lcn2, entre ellas TNF-a [195]. La lipocalina 2 tiene
un rol de defensa a través del secuestro de hierro de forma indirecta a través de la captura de
sider6foros bacterianos como la enterobactina. Sin embargo no es claro ain como es que Lcn2
podria contribuir en la defensa contra la infeccion aguda causada por S. pneumoniae, ya que esta

bacteria no produce enterobactina [158].

En cuanto al perfil transcripcional, cabe finalmente destacar que no se observé induccién de los
ARNm de 1110 u otra citoquina anti-inflamatoria, lo que podria contribuir a un estado de inflamacién
exacerbado, que podria actuar en detrimento de la funcion de intercambio gaseoso de la mucosa

respiratoria exacerbando la patologia.

Los datos obtenidos del andlisis de las poblaciones celulares e histologia concuerdan con el pefrfil
inflamatorio revelado tras el andlisis transcripcional. Se observé infiltrado neutrofilico transitorio hacia
los espacios alveolares que se hizo maximo a las 24 horas del desafio, pero no se observaron
cambios significativos en otras poblaciones analizadas. En términos generales, se observd dafio
tisular, desorganizacion del tejido y hemorragia peribronquial en las secciones de pulmoén de ratones

infectados.

En suma, puede concluirse que la infeccién i.n. con la minima dosis letal de serotipo 1 desencadend
una respuesta inflamatoria con induccién de varias citoquinas y quimioquinas proinflamatorias y
reclutamiento de PMN hacia los espacios alveolares. El caracter de la respuesta fue moderado en
comparacion a la magnitud desencadena por mayores dosis infectivas de esta misma cepa en
modelos desarrollados en paralelo en nuestro laboratorio. A pesar del reclutamiento leucocitario y la
induccion de inflamacion, la respuesta inmune no fue suficiente para contener la infeccién, teniendo
lugar la replicaciéon bacteriana local, diseminacion sistémica, ocurriendo en Ultima instancia la muerte

de los animales.
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IV.2. Evaluacion de agonistas de PRRs
como herramientas terapéuticas contra la
neumonia heumococica

La introduccion de los antibiéticos en la década del 50 significé un gran avance en el tratamiento de
las enfermedades infecciosas. En el caso particular de la NAC, la introduccion de la antibiéticoterapia
significd una importante reducciéon de la mortalidad asociada a infecciones bacterianas del tracto

respiratorio. Sin embargo, las hospitalizaciones han continuado creciendo desde entonces [3].

El uso excesivo y a veces inadecuado de los antibiéticos ha provocado que varios de los agentes
etiologicos de la neumonia adquirida en la comunidad y entre ellos Streptococcus pneumoniae,
desarrollaran resistencia a los tratamientos. La neumonia neumocécica ha sido clasicamente tratada
con penicilinas. En 1963, en Estados Unidos, se identifico el primer aislado clinico de S. pneumoniae
con resistencia moderada a este antibiético. En los afios posteriores, cuatro cepas con resistencia
similar fueron aisladas en Australia y Nueva Guinea [196]. Quince afios mas tarde las primeras cepas
de neumococo altamente resistentes a la penicilina se aislaron en Sudéfrica, convirtiéndose en la

década del 80 en un problema mundial [197,198].

La prevalencia de cepas resistentes a la penicilina varia segun la region geografica. Corea del Sur es
el pais que presenta la mayor prevalencia de cepas de neumococo resistentes a la penicilina,
habiéndose encontrado hasta un 89% de cepas resistentes en el total de los aislamientos [199].
Mientras tanto, paises desarrollados como EE.UU. presentan tasas bajas del orden de 6% [7]. En
Latinoamérica no existian datos representativos de serotipos y resistencia a antibidticos hasta que en
la década del 90 se creod el Sistema Regional de Vacunas (SIREVA), un programa para la vigilancia
de enfermedades invasivas por S. pneumoniae en Latinoamérica coordinado por la Organizacion
Panamericana de la Salud [165]. Estadisticas recientes indican que las tasas de aislamientos de
neumococo resistentes a la penicilina estan en el entorno de 36% en Uruguay y Argentina, 18% en
Brasil y 12% en Colombia [7].

Por otra parte, la situacion se ha agravado por la aparicion de cepas multirresistentes (que presentan
resistencia a tres o mas grupos de antibiéticos) [200]. S. pneumoniae es capaz de intercambiar
material genético muy facilmente con otras cepas de neumococo e incluso también con otros
Streptococcus, por ejemplo del grupo viridans [7]. Esto le permite adquirir facilmente nuevas
resistencias y adaptarse a la presién selectiva impuesta por los antibiéticos de uso corriente, lo que

dificulta cada vez mas el tratamiento de las infecciones neumocécicas.

El sistema de salud se enfrenta a una situacion critica, donde las crecientes tasas de
microorganismos resistentes a los antibioticos junto con el enlentecimiento en el descubrimiento de

nuevos antimicrobianos, limita enormemente el tratamiento de muchas enfermedades infecciosas
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incluyendo la enfermedad neumocécica. Claramente, el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas es necesario, pero para aumentar las chances de éxito y asegurar su eficacia a largo
plazo, las mismas deben ser concebidas de un modo conceptualmente diferente a las actuales.
Idealmente, nuevos agentes antimicrobianos deberian controlar la infeccién rapidamente, promover
simultaneamente mudltiples mecanismos microbicidas de modo de dificultar el desarrollo de
resistencias 0 mecanismos de escape y por Ultimo promover respuestas a largo plazo que eviten
infecciones recurrentes. En este sentido, la respuesta innata comparte muchas de estas
caracteristicas, por lo que la activacion de este brazo de la respuesta inmune ofrece un gran

potencial para el tratamiento de enfermedades infecciosas.

En la dltima década, agonistas de los receptores innatos de reconocimiento de patrén (PRRS),
denominados patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPSs), y dentro de ellos en
particular los agonistas de receptores de tipo Toll (TLRs), han sido empleados en el tratamiento de
enfermedades infecciosas de diferente etiologia, cancer, alergias e incluso como
inmunopotenciadores en vacunas. El éxito de los tratamientos basados en agonistas de TLRs ha
llevado al desarrollo de varios estudios clinicos en humanos (revisado en [71-73]) y el tema continua

siendo muy investigado tanto a nivel basico como aplicado.

En este capitulo y el siguiente se presentan resultados que demuestran la utilidad de la activacion
selectiva de las defensas innatas en el tratamiento de la neumonia neumocdcica mediante el empleo
de diferentes agonistas de PRRs. Se ha explorado la ruta mucosa como via de administracién de los
inmunomoduladores, particularmente la ruta intranasal. El foco de los préximos dos capitulos se
centra en la capacidad de la flagelina, un agonista TLR5/NLRC4 no relacionado con S. pneumoniae,
de conferir protecciéon en el modelo de neumonia invasiva presentado en el capitulo anterior. Se
muestran resultados de la caracterizacién de sus efectos a nivel de la mucosa respiratoria, las vias
de sefializacion requeridas para el efecto terapéutico, asi como su utilidad para prevenir la re-
infeccion. Parte de los resultados de los capitulos VI.2 y VI.3 fueron publicados bajo el titulo
“Mucosal administration of flagellin protects mice from Streptococcus pneumoniae lung infection”, en
la revista arbitrada Infection and Immunity, 2010; 78 (10). Adicionalmente, el desarrollo de la presente
investigacion dio lugar a la colaboracion con el grupo del Centro de Infeccion e Inmunidad del
Instituto Pasteur de Lille, que resulté en la publicacién asociada “Key Role for Respiratory CD103*
Dendritic Cells, IFN-,IFN-y, and IL-17 in protection against Streptococcus pneumoniae infection in
response to a-Galactosylceramide”; The Journal of Infectious Diseases, volumen 206 del afio 2012.
Ambas publicaciones se adjuntan en el Anexo | de esta tesis. Por Gltimo, los resultados obtenidos
posibilitaron el registro en EE.UU. de la patente W02011/161491 “Methods and pharmaceutical

compositions for the treatment of respiratory tract infections”.
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IV.2.1. Evaluacion de MAMPs como agentes terapéuticos para el

tratamiento de la neumonia neumocadcica invasiva.

Efecto de la coadministracion intranasal de MAMPs en el progreso de la

neumonia neumococica invasiva.

La cépsula polisacaridica convierte al neumococo en una bacteria resistente a la fagocitosis y a lisis
mediada por complemento. Es asi que la eliminacion efectiva de este coco capsulado requiere de la
generacion de anticuerpos anticapsulares capaces de opsonizar la bacteria y asi promover su
fagocitosis por parte de los neutréfilos. Sin embargo, a menos que exista un evento de inmunizaciéon
previo, estos anticuerpos anti-polisacarido no se encuentran presentes en las etapas tempranas de la
infeccion. Una alternativa para mejorar el pronostico de la infeccion pulmonar primaria ya establecida
podria ser el empleo de inmunopotenciadores capaces de desencadenar mecanismos efectores de la
inmunidad que superen en calidad y/o magnitud la respuesta naturalmente desencadenada por la
bacteria y favorezcan la capacidad microbicida de los fagocitos aln en ausencia de anticuerpos

anticapsulares especificos.

Trabajando bajo la hipétesis de que la activacion de las defensas innatas es suficiente para impedir
la progresién de la infeccion, se procedi6 a desafiar ratones BALB/c con la MDL de serotipo 1y
coadministrar por ruta i.n. diferentes agonistas de receptores innatos. Los agonistas se seleccionaron
en base a dos criterios principales: que fuesen agonistas de receptores innatos naturalmente
activados por neumococo (referidos como agonistas homdlogos), o que fuesen agonistas de
receptores innatos que hasta el momento no se hayan descrito como capaces de reconocer
componentes de la bacteria durante la infeccién natural (referidos en adelante como agonistas

heterélogos).

En base a estudios previos in vivo o in vitro, se selecciond la dosis mas adecuada para cada
compuesto, habiéndose verificado previamente que ninguno de ellos ejercia por si mismo efecto
bactericida sobre el neumococo. En todos los casos se emplearon compuestos de alto grado de

pureza y libres de endotoxina.
Los compuestos elegidos como agonistas homologos fueron los siguientes:

e Agonistas de TLR2/6: lipopéptido activador de macréfagos 2 o MALP-2 (del inglés,
Macrophage-Activating Lipopeptide-2) y S-[2,3-bispalmitoiloxi-(2R)-propil]-R-cisteinil-amido-
monometoxil polietilenglicol, denominado en adelante BPPcysMPEG, que consiste en una
variante sintética PEGilada derivada de MALP-2 que retiene la capacidad agonista de
TLR2/6 y presenta mejores caracteristicas fisicoquimicas como mayor solubilidad en agua.
Ambos activan la cascada de sefializacién a través de MyD88/TIRAP que culmina con la

translocacion nuclear de NFkB y produccion de citoquinas inflamatorias. [201-204]
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e Agonista de TLR9: CpG ODN 1826; un ODN tipo B especifico para el TLR9 murino capaz
de estimular fuertemente las células B a través de la via MyD88/NF«kB, pero sin capacidad de
inducir la secrecion de IFN-a [106,205].

e Agonista de STING: &cido ciclico 3’, 5-diguanilico o c-di-GMP; es un acido nucleico
particular que fue primeramente identificado en Gluconacetobacter xylinus y constituye un
mediador exclusivo de bacterias. Es reconocido por el receptor innato STING (del inglés,
Stimulator of Interferon Genes), a través del cual activa la sefializacion via TBK1 (del inglés,
Tank Binding Kinases 1) y el factor de transcripcion IRF3, terminando en la produccién de
IFN de tipo | [62,2086].

e Agonista del TCR semi-invariante Val4*-g: a-galactosilceramida (a-GalCer); un glicolipido
originalmente derivado de la esponja marina Agelas mauritianus con interesantes
propiedades inmunomoduladoras. Se empleé una variante PEGilada que presenta mejor
solubilidad en agua y reportada como capaz de ser presentadas en receptor CD1d. Es
reconocido en este contexto por el receptor TCR de células INKT y desencadena la rapida

produccion de citoquinas proinflamatorias por parte de estas células [134].

Dentro de los agonistas heterélogos se seleccionaron:

e Agonista de TLR3: acido poliinosinico-policitidinico o poli(l:C);es un analogo sintético al
ARN doble cadena, compuesto por una cadena de poli-inosina y una cadena de poli-citidina,
similar a un patron molecular presentado por algunos virus. Desencadena la produccién de
IFN de tipo | a través de la via TRIF/IRF3 (del inglés, Interferon Regulatory Factor 3)
[207,208].

e Agonista de TLR5/NLRC4-Naip5: flagelina (FliC) de Salmonella enterica serovar
Typhimurium; una proteina componente del flagelo bacteriano que desencadena sefalizacion
a través de un PRR de membrana, el TLR5, y los PRR citosélicos de la familia de los NLRs,
NLRC4 y Naip5 que al reconocer una regién C-terminal, forman un complejo multiproteico
gue determina la activacion de la via MyD88/NFkB y de caspasa-1 via el inflamasoma,
resultando en la produccion de varias citoquinas y quimioquinas proinflamatorias
[93,94,98,100].

La Figura 1V.2.1 muestra los resultados de la sobrevida de ratones BALB/c desafiados con la MDL de
serotipo 1 y tratados al momento del desafio con los mencionados agonistas de PRRs por ruta i.n..
Excepto para el caso de poli(l:C), la coadministracion de los agonistas al momento del desafio tuvo

un efecto positivo prolongando la sobrevida de los animales tratados con respecto al grupo control.

Dentro de los agonistas homologos, los dos agonistas de TLR2/6 confirieron proteccion pero en
diferente medida. Se observd un 60% de proteccion en el grupo tratado con R-MALP-2 y un 37.5%
de proteccion para el grupo tratado con el agonista sintético BPPcysMPEG. Cabe desatacar que la
dosis de BPPcysMPEG empleada fue la mitad de la de R-MALP-2.
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El agonista de TLR9, CpG ODN 1826, confiri6 un importante nivel de proteccién promoviendo la
sobrevida del 60% de los animales tratados. De modo similar, el mensajero intracelular bacteriano o
c-di-GMP protegio al 50% de los animales, mientras que el total de los controles murieron debido a la

infeccion.

Por su parte a-galactosilceramida en su variante PEGilada, logro retrasar la muerte de los animales
respecto del grupo no tratado pero no evitd la muerte de los mismos, siendo que al cabo de 6 dias, 7
de los 8 animales tratados con a-GalCer-MPEG murieron tras el desafio. Estos resultados difieren de
los obtenidos empleando el compuesto original no PEGilado. Tal y como se demostré en el trabajo
asociado “Key role for respiratory CD103(+) dendritic cells, IFN-y, and IL-17 in protection against
Streptococcus pneumoniae infection in response to o-galactosylceramide” (Journal of Infectious
Diseases. 2012 1;206(5):723-34), el tratamiento i.n. con 2 pg de o-galactosilceramida no PEGilado
24 horas antes del desafio con 5 LD50 de la misma cepa de serotipo 1, protegié al 100% de los
animales. El efecto protector de a-GalCer fue observado incluso cuando el compuesto se administrd
3 0 7 dias previos al desafio, aunque en menor medida en comparacion a la pre-administracion 24
horas antes de la infeccion (ver Figuras 4A y 4B de la publicacién asociada en el Anexo I).
Empleando ratones Ja18", deficientes en la expresion de la cadena invariante del TCR Val14Ja281
por delecion en el gen Ja281 y por tanto deficientes en células NKT-Val4, se comprob6 que la
proteccion conferida por a-GalCer requiere de este tipo celular (ver Figura 4A de la publicacion
asociada en el Anexo 1). Ademas se demostr6 que células dendriticas del fenotipo
CD11b™9/CD103 pero no los macrofagos, son esenciales para la activacion de las células iNKT y
que la proteccion frente a la neumonia neumocdcica invasiva mediada por a-GalCer depende de la

produccion de las citoquinas IL17 e IFN-y (ver Figuras 3, 5y 7 de la publicacién asociada en el Anexo

).

Referido a los agonistas heterélogos, se observé proteccion del 100% para el caso de flagelina y 0%

para el caso de poli(l:C).

Poli(I:C) fue el Unico agonista que no confirid proteccién frente al desafio con la MDL de serotipo 1. El
caso de este agonista resultd ademas particular en el sentido de que ademas parecié acelerar la
muerte de los animales respecto al grupo control ya que sistematicamente el 100% de los animales

tratados con Poli(l:C) murieron a las 48 horas de haber recibido el tratamiento y desafio.

La flagelina, FliC de S. Typhimurium, agonista de TLR5/NLRC4-Naip5 fue el MAMP capaz de inducir
el mayor grado de proteccion (80-100% de proteccion en los diversos experimentos de sobrevida)
administrada a una dosis baja en comparacion a la utilizada para el resto de los agonistas. Cabe
destacar que los animales tratados con FIiC casi no presentaron signos de enfermedad, a excepcion
del pelo erizado al cabo de 24 horas de haber sido infectados y tratados. En todo momento los
animales se mostraron activos. En cambio, los animales sobrevivientes tratados con otros agonistas

gue también confirieron importantes tasas de proteccion, caso de MALP-2 o c-di-GMP, se mostraron
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letargicos y con el pelo erizado durante los primeros 4 dias, recuperando el comportamiento habitual

al quinto dia post-tratamiento.
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Figura IV.2.1: Proteccion frente a neumonia neumocécica inducida por tratamiento i.n. con diferentes MAMPs. Ratones BALB/c, hembras de 8
semanas de edad fueron desafiadas con la MDL de serotipo 1y tradadas en simultaneo con diferentes compuestos bacterianos o agonistas sintéticos de
PRRs a las dosis indicadas en la figura, o en solucion salina estéril en el grupo control. La sobrevida se monitoréo diaramente durante 6 dias. Se muestra el
porcentaje de sobrevida para n=7-8 por grupo de tratamiento. Las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para cada grupo tratado fueron comparadas respecto
al grupo control mediante test de Log-rank (Mantel-Cox). Los asteriscos indican diferencias significativas para p<0.05. Resultados representativos de 3
experimentos independientes.

Finalmente, a fin de corroborar si los efectos de proteccion observados dependian de la estimulacion
especifica de PRRs o si el efecto estaba simplemente ligado a la instilacion de una molécula
exdgena, animales desafiados con la MDL de neumococo fueron tratados por ruta i.n. al momento
del desafio con 1 o 10 ug de una proteina considerada inocua, la seroalbimina bovina (BSA).
Ninguno de los animales tratados con BSA sobrevivié al desafio sugiriendo que la proteccion

depende de la capacidad del compuesto de estimular las vias innatas de la inmunidad.

Flagelina, fue el agonista que confiri6 la mayor proteccidon y se seleccion6é para efectuar una
caracterizacién mas profunda donde se evalud el alcance de la proteccion a diferentes tiempos de

administracion, en distintas cepas de ratones y frente a otro serotipo de neumococo.

IV.2.2. Caracterizacion de la proteccion mediada por administracion

i.n. de flagelina de Salmonella enterica serovar Typhimurium.

Efecto de la dosis y tiempos de administracion en la proteccion frente a

neumonia invasiva mediada por flagelina.

Habiéndose demostrado que la administracion de flagelina intranasal al momento del desafio
brindaba alto grado de proteccién frente a la neumonia invasiva causada por serotipo 1, se procedi6
a evaluar si el mismo variaba de acuerdo al momento en que se realizaba el tratamiento y la dosis

infectiva empleada.
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Para estudiar la dependencia de la proteccidon con el tiempo de administracién de FIiC respecto al
desafio, ratones BALB/c fueron tratados con 1 pg de FIiC por ruta i.n. 12 o 24 horas previas al
desafio, al momento del desafio 0 24 horas después de infectados con la MDL de serotipo 1. Como
muestra el panel A de la Figura 1V.2.2, la efectividad del tratamiento fue independiente del momento
de la aplicacién de FIiC, mostrando tanto efectos profilacticos, como terapéuticos. Cabe destacar que
la diferencia observada para la pre-administracion a 12 horas no fue estadisticamente significativa
respecto de los otros grupos que recibieron tratamiento, pero si fue significativamente mayor respecto

al grupo control que no recibid FIiC.

A fin de investigar el alcance de la proteccion mediada por FIiC, la dosis de S. pneumoniae fue
incrementada 10 veces con respecto a la MDL para serotipo 1 en la cepa BALB/c (de 4x10° a 4x10°
UFC). Los animales fueron tratados al momento del desafio con 1, 5 0 10 g de FliC y la sobrevida fue
monitoreada diariamente (Figura 1V.2.2 panel B). Si bien la comparacién de las curvas de sobrevida
de Kaplan-Meier mediante el test de Log-rank no fue significativa, los grupos tratados con 5y 10 g de
FIiC mostraron aumentos en sus tasas de sobrevida del 20 y 40% respectivamente en comparacion
al grupo tratado con 1 pg, sugiriendo que el aumento de las dosis de FliC podria ser beneficioso

frente a dosis infectivas mayores.
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Figura IV.2.2: Influencia de la dosis de FIliC, tiempo de adminsitracion y carga del inéculo bacteriano en la proteccion contra la neumonia
neumocdcica invasiva en ratones BALB/c. Hembras de 10-12 semanas de edad fueron desafiadas con diferentes dosis de serotipo 1 y tratadas con
FIliC por ruta i.n. Panel A: Los efectos profilacticos o terapéuticos de flagelina fueron evaluados administrando 1 ug de la proteina por ruta i.n. 7 dias, 1
dia, 0 12 horas antes del desafio, 0 24 horas después (n=5/grupo). Panel B: La proteccion fue estudiada frente al desafio con una dosis infectiva mayor
de serotipo 1 correspondiente a 10 MDL. Los animales fueron tratados al momento del desafio con 1, 5 0 10 ug de FliC, o salina como control (n=5).

En todos los casos la sobrevida se monitoreé diariamente durante 7 dias. Las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para cada grupo tratado respecto a
su control fueron comparadas mediante el test de Log-rank (Mantel-Cox). Dos asteriscos indican diferencias significativas para p<0.01. Resultados
representativos de dos experimentos independientes.
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Impacto de la administracion intranasal terapéutica y profilactica de flagelina

en la carga bacteriana en pulmones y bazo.

Seguidamente se estudié el impacto del tratamiento intranasal con flagelina en la evolucién de la
carga bacteriana a nivel local y sistémico durante la coadministraciéon con las bacterias o0 en el modo
terapéutico a 24 horas de establecida la infeccién pulmonar. Se enumeraron UFC en pulmones y

bazo a fin de evaluar el impacto a nivel local y sistémico.

El tratamiento con flagelina al momento del desafio provoc6 una reduccion significativa (tres 6rdenes
de magnitud) de las UFC en pulmones respecto al grupo no tratado en el que aumentaron hasta
alcanzar valores del orden de 10° UFC a las 48 horas (Figura IV.2.3 panel A). Para ese entonces los
animales tratados con FliC habian eliminado totalmente la infeccién local. Flagelina evitd6 ademas la
diseminacion de la infeccién, no detectandose bacterias en los bazos de los animales tratados. En el
grupo control la enfermedad cobré caracter invasivo detectandose un alto nimero de bacterias en
bazo a las 48 horas del desafio (Figura IV.2.3 panel B). Al cabo de 7 dias todos los animales que
recibieron flagelina se encontraban en perfecto estado de salud, sin que pudiesen detectarse
bacterias en sus pulmones o bazos, mientras que el total de los animales del grupo control murié

debido a la infeccién al cabo de 4 dias.

Figura IV.2.3: Efecto de la coadministracién i.n. de
flagelina en la evolucién de la carga bacteriana en
pulmones y en bazo. Hembras BALB/c de 8-10
semanas de edad fueron anestesiadas con
Ketamina/Xilacina por ruta i.p. e infectadas por ruta i.n. 10 10

con ~x10° UFC de S. pnuemoniae E1585, serotipo 1 iln Iil
(cuadrados negros) o infectadas y tratadas al momento

del desafio 1 pug de FIiC (circulos blancos). Los 6rganos ‘
fueron extraidos y homogeneizados en solucién salina

estéril a los tiempos indicados en la figura. Las UFC de
neumococo en pulmones (A) y bazo (B) fueron
determinadas por siembra de diluciones seriadas en
placas de agar sangre. El simbolo % indica la muerte del
100% de los animales al tiempo sefialado. La linea
punteada sefiala el limite de deteccion de la técnica. Las
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dos experimentos independientes.

A continuacién, se realizé el mismo tipo de analisis para la administracion terapéutica de flagelina 24
horas después de establecida la infeccion. Pulmones y bazos fueron recuperados a las 24 horas del
tratamiento (48 horas post-desafio) y se contaron las UFC. Los resultados mostraron que el
tratamiento de flagelina provocoé la disminucion de las UFC en pulmén en tres 6rdenes de magnitud
en comparacion al grupo control. De modo similar, los animales tratados mostraron una reduccion de
casi cuatro 6rdenes de magnitud en bazo. Al cabo de cuatro dias todos los animales del grupo
control murieron por la infeccion, mientras que los que recibieron flagelina sobrevivieron en su
totalidad y ninguno mostré signos de infeccion local o sistémica al dia 7 (Figura 1V.2.4).

Adicionalmente se investigé si el efecto protector de flagelina era dependiente del genotipo de la
cepa de ratones empleada. Para ello, se realizé un andlisis similar en la cepa C57/BL6 y en una cepa

de ratones exogamicos, la cepa NMRI. Los ensayos en la cepa NMRI fueron realizados en
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colaboracién con el grupo del Dr. Jean Claude Sirard en el Institut Pasteur y llevados a cabo por la

Dra. Laurye Van Maele.

Figura IV.2.4: Impacto de la administracién terapéutica A B
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Los ratones de la cepa C57/BL 6 fueron desafiados con 4x10® UFC, dosis muy cercana a la minima
dosis letal y tratados con 1 pg de flagelina por ruta i.n. al momento del desafio o 12 horas antes.
Como se muestra en el panel A de la Figura 1V.2.5, el tratamiento con FliC al momento del desafio
indujo cierto aumento en la sobrevida de los animales sin que el mismo fuese estadisticamente
significativo. En cambio, la administracién profilactica, 12 horas antes del desafio promovi6 el
aumento significativo de la sobrevida que fue de un 80% en comparacion a un 20% para el caso del
grupo control. La carga bacteriana en pulmones y bazo de los animales que recibieron el pre-
tratamiento, se determind 24 horas después del desafio (Figura I1V.2.5, panel B). El grupo tratado con
FIliC mostré una reduccion significativa de las UFC tanto en pulmén como en bazo en comparacion al

grupo control tratado con solucién salina.
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Figura 1V.2.5: Efecto profilactico de flagelina en la cepa C57/BL6. Panel A: Ratones C57/BL6, (n= 5) hembras de 8 semanas de edad fueron

anestesiadas con Ketamina-Xilacina i.p. y desafiadas por ruta i.n. con 4x10° UFC de S. penumoniae serotipo 1y tratadas con 1 ug de FIiC por via i.n. 12 horas
antes del desafio, o en simultdneo al momento de recibir las bacterias. El grupo control recibié salina al momento del desafio. La sobrevida se registrd
diariamente por 7 dias y las curvas de Kaplan-Meier fueron comparadas por el test de Log-rank (Mantel-Cox). Las diferencias significativas para p<0.05 se
indican con un asterisco (*). Resultados representativos de dos experimentos independientes. Panel B: El nimero de bacterias en pulmones y bazos fue
determinado para el grupo que mostré una diferencia significativa en la sobrevida respecto al grupo control. Nuevamente, ratones C57/BL6, hembras, de 8
semanas, fueron tratadas con 1 ug de flagelina i.n. y desafiadas 12 horas después con 4x10° UFC de serotipo 1. A las 24 horas del desafio, los pulmones y
bazos fueron recuperados para determinar las UFC de neumococo por siembra de diluciones seriadas en agar-sangre. Las diferencias significativas se
marcan con un asterisco (x) para p<0.05. Las lineas enteras representan la media para n= 4y la linea punteada el limite de detecci6n.
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En cuanto a la evaluacién de la capacidad protectora de flagelina en la cepa exogamica NMRI, en
primer lugar se estudio la susceptibilidad de esta cepa a la infeccién intranasal con S. pneumoniae
serotipo 1. Los resultados obtenidos mostraron que la susceptibilidad de los ratones NMRI es similar
a la de la cepa C57/BL6, con un 80-100% de muerte a dosis infectivas de entre 4x10° y 4x10” UFC
(Figura 1V.2.6, panel A). A continuacion, se investigo la capacidad de flagelina de conferir proteccion
frente al desafio con 4x10” UFC, cuando era administrada al momento de la instilacion de las
bacterias por ruta i.n.. En este contexto, flagelina brindé proteccion a un 50% de los animales
desafiados, valor significativo frente a la tasa de sobrevida del grupo control que fue del 8%. La
proteccion se vio incrementada cuando FIiC se administré6 de manera profilactica, alcanzando valores
de proteccion del 66% administrada 48 horas antes, hasta 100% cuando fue administrada entre las
32 y 6 horas previas al desafio. Contrariamente, la administracién luego del desafio no fue efectiva,

mostrando que flagelina no ejerce un efecto terapéutico en esta cepa de ratones.
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Figura IV.2.6: Evaluacion de los efectos profilacticos y terapéuticos de flagelina en la cepa exogamica NMRI. Panel A: Ratones
NMRI, (n= 6), hembras de 8 semanas de edad fueron anestesiadas con Ketamina-Xilacina i.p. y desafiadas por ruta i.n. con dosis
crecientes de S. penumoniae serotipo 1 y monitoreadas diariamente para determinar la susceptibilidad a la infeccién. Panel B: Los animales
fueron infectados con la primera dosis 100% letal de serotipo 1y 1 ug de flagelina fue administrado por ruta i.n. al momento del desafio (n=
12). Panel C: Los efectos profilacticos del tratamiento con FIiC se evaluaron administrando 1 pg por ruta i.n. 48, 32, 24 o 6 horas antes del
desafio con la MDL de serotipo 1 (n=6). Panel D: La evaluacion del alcance terapéutico se realizé administrando 1 nug de FliC i.n. luego de
establecida la infeccién a las 16, 24 o0 48 horas (n=6). En todos los casos la sobrevida se monitoréo diariamente por 6 dias y las curvas de
sobrevida fueron comparadas con su respectivo control tratado con solucién salina mediante test de Log-rank (Mantel-Cox). Las
diferencias significativas se marcan con un asterisco (x) para p<0.05 o dos asteriscos (x*) para p<0.01.
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Estudio de la capacidad protectora de flagelina durante el desafio con

serotipo 3.

La capacidad protectora de flagelina se investigé también frente al desafio con la cepa de serotipo 3
E1434, un serotipo altamente capsulado y mas virulento que el serotipo 1 empleado hasta ahora. La
proteccion conferida por coadministracién de FliC al momento del desafio fue evaluada en ratones
BALB/c expuestos a una dosis infectiva proxima a la MDL para serotipo 3 (3.75x10° UFC) que
provoco la muerte del 60% de los animales y a una dosis letal aproximadamente equivalente a 18
MDL (1.8x10” UFC) que provocé la muerte del 100% de los animales desafiados. El tratamiento con
1 ug de FIiC al momento del desafio incrementd la tasa de sobrevida de los animales de 40 al 70%
en los animales desafiados con la dosis de 3.75x10° UFC y de 0 a 30% para la dosis de 1.8x10” UFC
de serotipo 3. A pesar del incremento observado, las diferencias no fueron significativas segun el

andlisis estadistico realizado (Figura IV.2.7).
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Proteccion frente al re-desafio en animales tratados con flagelina durante la

primoinfeccion.

Datos generados en nuestro laboratorio en el marco de la tesis de la Dra. Rial, mostraron que la
infeccion primaria con una dosis subletal es capaz de inducir inmunidad protectora frente al redesafio
homologo cuando se emplea el serotipo 1, pero no cuando las infecciones se realizan con serotipo 3
[69]. Estos antecedentes motivaron que se investigase si el tratamiento i.n. con FliC durante la
primoinfeccién favorecia el desarrollo de proteccién frente a un desafio letal posterior con el mismo

serotipo, en particular en el caso de la infeccidn con serotipo 3.

Para esto, ratones BALB/c fueron desafiados con una dosis letal de serotipo 1 y 3 y tratados con
flagelina al momento del desafio. Aquellos animales que sobrevivieron al primer desafio, fueron re-
desafiados con una dosis cercana a 50 MDL de serotipo 1 y 20 MDL de serotipo 3 a los 7 dias de la
infeccion primaria. La sobrevida fue monitoreada durante 6 dias. Como se muestra en la figura
IV.2.8, los animales desafiados en primera instancia con serotipo 1 resultaron protegidos frente a la
segunda infeccion causada por el mismo serotipo. Sin embargo, los animales tratados con FliC y que

sobrevivieron al desafio primario con serotipo 3 no sobrevivieron al desafio secundario con el mismo
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serotipo, sugiriendo que la generacién de inmunidad protectora frente al re-desafio homdlogo es

independiente del tratamiento con FIiC y que obedece a particularidades del serotipo y/o cepa

bacteriana.
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Figura 1V.2.8: Redesafio de animales previamente tratados con flagelina durante la infeccién pulmonar con sertotipos 1y 3. Ratones
BALB/c de 8 al0 semanas (n= 5) fueron infectados con 4x10° de serotipo 1 0 3.75x10° UFC de serotipo 3y tratados con 1 g de FIiC i.n. al momento
del desafio. Siete dias después los sobrevientes fueron redesafiados con 2x10” UFC de serotipo 1 (A) y 3 (B) respectivamente. La sobrevida se
monitore6 diariamente por 6 dias. Se muestran las curvas de Kaplan-Meier, analizadas mediante test de Log-rank (Mantel-Cox). Las diferencias

significativas para p<0.05 se marcan con un asterisco (x).
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IV.2.3. Discusion Seccion 1V.2.

Histéricamente, la profilaxis de las infecciones se ha basado en la induccién de inmunidad especifica
y duradera mediante la estimulacién de respuestas adaptativas. Este tipo de respuesta inmune
puede originarse de modo natural por exposicién previa a un patégeno dado, o artificialmente, a
través de la vacunacion. Aunque la inmunidad adaptativa es en general eficaz para evitar la
progresion de las infecciones, la misma debe haberse generado antes de que el evento de infeccion
ocurra. En cambio, la estimulacion de las defensas innatas permite la activacién inmediata de
diversos mecanismos microbicidas que, potenciados de forma adecuada, pueden ser suficientes por
si mismos para contener y erradicar infecciones de diversas etiologias para las que no se ha

generado inmunidad especifica previamente.

La activacion de las defensas innatas asociadas al tracto respiratorio se ha reportado como una
estrategia eficaz para mejorar la resistencia frente a las infecciones pulmonares en distintos modelos
experimentales. Interesantemente, se ha demostrado que los inmunoestimulantes empleados con
este fin no deben estar necesariamente relacionados con el patégeno en cuestion y que la
estimulacién de mecanismos innatos preexistentes ademas de ser capaces de combatir rapidamente
la infeccion, modifica el entorno local condicionando la respuesta ante eventos de infeccion
posteriores. Se ha visto que la administracion intranasal de lisados bacterianos induce una potente
respuesta inflamatoria local y sistémica, caracterizada por el aumento de quimioquinas de las familias
ELR-CXC y CC, infiltrado neutrofilico y de células dendriticas con un fenotipo activado, ademas de
respuestas humorales a nivel sistémico, con el potencial de combatir infecciones respiratorias de
diversas etiologias [140]. Por ejemplo, la administracién i.n. de lisados de Haemophilus influenzae no
tipificable, confiere proteccién en ratones contra la infeccién pulmonar posterior con S. pneumoniae
[209]. De forma similar, la administracion i.n. de una molécula purificada, una variante modificada de
la toxina sensible al calor de E. coli, la LTK63, puede conferir proteccion contra la infeccion pulmonar
por patégenos no relacionados como el virus respiratorio sincicial, virus influenza y el hongo

Cryptococcus neoformans, un fenémeno al que se le ha denominado “impronta innata” [105].

Dada la funcién de intercambio gaseoso de la mucosa respiratoria, cualquier intervencién debera ser
selectiva en el sentido de generar un balance entre la induccion de mecanismos antimicrobianos que
promuevan la eliminacion del patdgeno y la supresién de respuestas inflamatorias patologicas que
puedan interferir con la funcion del 6érgano. Por este motivo, el empleo de agentes
inmunoestimulantes bien caracterizados, que operen mediante vias de sefializacion definidas y
estimulen mecanismos de defensa bien identificados es deseable respecto al empleo de lisados

complejos y menos caracterizados.

En la Gltima década se han explorado varias terapias que apuntan a la potenciacion de la inmunidad
innata para el tratamiento de las infecciones; el empleo de agonistas de PRRs y en particular de

TLRs, ha mostrado resultados alentadores que han llegado a fase clinica. Sin embargo, al momento
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solo el Imiquimod, un agonista sintético de TLR7, ha sido aprobado para el tratamiento de la

infeccidn causada por Papiloma virus en humanos [71].

En cuanto a los estudios preclinicos en modelos animales, la evaluacién de inmunopotenciadores
para el tratamiento de infecciones ha sido intensa en la Gltima década, pero en general su efectividad
depende de que sean aplicados previo al inicio de la infeccién [104,106,149,210-212]. Si bien los
datos aportados por estos estudios son muy valiosos y apoyan la eficiencia de la potenciacion de las
defensas innatas como una via para combatir las infecciones, el que su eficacia dependa de la
aplicacion del tratamiento antes de que se establezca la infeccién hace que su utilidad clinica solo

sea relevante en caso de que dicha proteccién sea de largo plazo.

En este trabajo, se evalud la capacidad de 7 agonistas de PRRs de impedir el progreso de la
neumonia neumocécica invasiva administrados al momento del desafio por ruta intranasal, siendo 5
de ellos agonistas de receptores naturalmente activados por la bacteria (MALP-2, BPPcysMPEG, a-
GalCer-MPEG CpG y c-di-GMP) y los 2 restantes agonistas de receptores para los que no existen

reportes que los impliquen en la defensa natural contra el neumococo (Poli(l:C), y flagelina).

Los agonistas de TLR2/6, R-MALP-2 y BPPcysMPEG confirieron proteccién al 60 y 37.5% de los
animales respectivamente. Como se menciond anteriormente en el capitulo de introduccion, TLR2
reconoce dos componentes de la pared del neumococo, el acido lipoteicoico y el peptidoglicano
[54,213,214]. Si bien este receptor es importante en la defensa frente a la meningitis neumocdécica
[215], su rol durante la neumonia no es tan evidente ya que ratones deficientes en TLR2 muestran
susceptibilidad similar ante la infeccion en comparacién con los animales salvajes [216]. Esto podria
deberse a que la sefializacién a través de multiples receptores innatos por parte de la bacteria
permite compensar la carencia de sefializacion via TLR2. No obstante, los resultados aqui
presentados demuestran que la potenciacion de la sefializacion a través del heterodimero TLR2/6
confiere proteccion contra el desafio letal. Un hecho que cabe destacar, es que la proteccién
conferida por los dos agonistas de TLR2/6 empleados fue diferente, siendo MALP-2 el mas efectivo.
Trabajos publicados poco tiempo después de realizados estos experimentos, demostraron que
MALP-2 y BPPcysMPEG son potentes activadores de la respuesta inmune cuando son instilados por
ruta intranasal. Sin embargo, sus efectos no son totalmente equivalentes. MALP-2 induce el aumento
leucocitario en los espacios alveolares, con un importante nimero de PMNSs, alcanzando su maximo
a las 24 horas de la instilacion, ademas de provocar un aumento leve a moderado de linfocitos y
macrofagos. Esto se acompafia con el incremento en los niveles de las citoquinas proinflamatorias
IL1B, IL6, TNFa, IL12, las quimioquinas CXCL1, CCL2 y CCL5 y la citoquina antiinflamatoria IL10.
Ademas, la pre-administraciéon de MALP-2 24 horas antes del desafio, previene la progresion de la
neumonia neumocécica causada por una cepa de serotipo 3 [211]. En cambio, la administracion i.n.
de BPPcysMPEG provoca principalmente el aumento de macréfagos en espacios alveolares y en
menor medida de PMNs y linfocitos, junto con el incremento en IL12 e IL5 [203], con una magnitud
de activacion que parece menor a la inducida por MALP-2. En este sentido, podria suponerse que el

menor grado de proteccion conferido por BPPcysMPEG en comparacion con MALP-2 cuando fue
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coadministrado con S. pneumoniae no responde Unicamente a que se empleé una menor dosis de
BPPcysMPEG, sino a la menor capacidad de activar la respuesta inmune y muy probablemente a la
menor capacidad de BPPcysMPEG de reclutar PMN hacia los espacios alveolares, células que son

cruciales en la eliminacién del neumococo.

La instilacién i.n. de otro de los agonistas de un receptor naturalmente activado por neumococo, el
TLR9 mediante el tratamiento con CpG (ODN 1826), también indujo importante proteccion contra la
neumonia (60% de proteccion). La proteccién observada en este caso es coincidente con la
importancia de la sefializacion via TLR9 durante las fases mas tempranas de la neumonia
neumocécica. Tal y como fue demostrado por Albiger y colaboradores empleando un modelo murino
de infeccidn intranasal con una cepa serotipo 4, ratones deficientes en TLR9 son mas susceptibles a
desarrollar neumonia invasiva en comparacion con animales salvajes, e incluso en comparacion a
animales deficientes en TLR1, 2, 4, 6 e ICE (IL1-B converting enzyme) [53]. El estudio sugiere que la
sefializacion por TLR9 esta vinculada a la capacidad fagocitica de los macréfagos en las primeras
etapas de la infeccion ya que la fagocitosis del neumococo por este tipo celular se ve afectada por la

falta del receptor [53].

El &cido ciclico 3’, 5'-diguanilico, c-di-GMP, es el mensajero mas ampliamente utilizado por las
bacterias y regula una gran diversidad de procesos que abarcan desde la movilidad flagelar hasta el
ciclo celular, actuando como un sistema de sefializacion entre células que permite a las bacterias
regular su expresion génica asociada a la densidad celular, fendmeno denominado quérum sensing
[133]. Este mensajero ha sido descrito en varias especies bacterianas y su presencia se ha sugerido
en muchas otras, incluido S. pneumoniae, dada la existencia de genes paralogos para las diguanilato
ciclasas y fosfodiesterasas, enzimas implicadas en la sintesis y degradacion del c-di-GMP [217].
Recientemente se demostré que c-di-GMP actla como una sefial de peligro desencadenando la
respuesta inmune. El receptor STING, un receptor codificado en la linea germinal, sirve como sensor
de dinucleétidos ciclicos detectando la presencia de c-di-GMP y otros dinucleétidos de funcién similar
presentes exclusivamente en procariotas y acopla su deteccién a la produccion de IFN de tipo |
[61,62]. En el modelo aqui empleado, la administracion i.n. de c-di-GMP al momento del desafio con
S. pneumoniae confirid proteccién al 50% de los animales. Estos resultados son concordantes con
reportes que mostraron que c-di-GMP es un potente inmunoestimulante, Util como adyuvante cuando
es administrado tanto por via subcutanea como intranasal [133,218] y también para el tratamiento de
infecciones causadas por Staphylococcus aureus [206]. Ademas, la pre-administracion de c-di-GMP
por ruta i.n. o s.c. fue anteriormente empleada con éxito para conferir proteccién frente a la infeccidn
pulmonar causada por la bacteria gram negativa Klebsiella pneumoniae [212]. En ese modelo el
tratamiento con c-di-GMP provocé aumento de PMN en pulmones asi como de los RNAm de 1112p40,
Ifng, Cxcl2 e 1p10 [212].

El TCR semi-invariante Val4*-f ha sido descrito recientemente como un receptor para los lipidos
ricos en diacilgrlicerol de S. pneumoniae [219], por lo que los ligandos de CD1d reconocidos por el

TCR semi-invariante pueden ser considerados como agonistas homélogos. Empleando a-
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galactosilceramida para el tratamiento de la neumonia, se encontraron resultados en parte
contradictorios. Si bien la variante PEGilada administrada al momento del desafio con neumococo
retrasé la muerte de los animales respecto del grupo no tratado, no logré evitar la muerte de los
mismos. Contrariamente, o-galactosilceramida no PEGilada indujo un importante aumento de la
sobrevida de ratones infectados con la misma cepa de neumococo cuando fue pre-administrada 24
horas antes del desafio tal y como se mostré en el articulo de Ivanov y colaboradores asociado a
esta tesis [149]. Si bien el tiempo de administracion del tratamiento intranasal podria estar influyendo
en el grado de proteccion conferido frente a la neumonia, las diferencias de los complejos CD1d-
glicolipido formados por a-GalCer o la variante PEGilada y su capacidad de interaccionar y sefializar
via el TCR semi-invariante Va14*-f podrian también afectar el tipo de respuesta inmune inducida por
el tratamiento. El sitio antigénico de las moléculas de CD1d esta compuesto por canales que
acomodan los glicolipidos permitiendo que se forme el complejo CD1d-glicolipido. La naturaleza del
glicolipido afecta la estabilidad del complejo formado determinando la dindmica de la sinapsis
inmunoldgica y la intensidad de la estimulacion de las células iINKT. En Ultima instancia, la estabilidad
del complejo modula la activacion celular y las citoquinas producidas por estas células [220]. La
variante PEGilada de a-GalCer ha mostrado ser un potente adyuvante en un modelo de
administracién intranasal, incluso mas potente que la variante no PEGilada. Sin embargo, el perfil de
la respuesta inducido por a-GalCer-MPEG muestra un perfil Th2, con una pobre respuesta de IFNy,
IL2 y TNFa en comparacion a o-GalCer. Adicionalmente, a-GalCer-MPEG induce un incremento de
IL10 mayor al encontrado con a-GalCer [134]. En contraste a lo observado para la variante nativa de
o-GalCer, la variante PEGilada inhibe el desarrollo de respuestas Thl7 in vitro e in vivo [221]. La
interleuquina 17 y la respuesta Th17 han sido vinculadas a la proteccion frente a la infeccion por
neumococo, tanto en el contexto de colonizacibn como de neumonia [68,150,152,222,223]. Se ha
observado que la administraciéon de tratamientos que interfieren en el desarrollo de dicha respuesta,
como por ejemplo el uso de morfina, aumenta la susceptibilidad a la infecciéon por neumococo [183].
Del mismo modo, la inhibicion de la respuesta Thl7 por parte de aGalCer-MPEG podria estar
asociada a la falta de proteccion. Si bien cabe suponer que las diferencias en el perfil de las
respuestas inmunes inducidas por las dos variantes de a-GalCer empleadas son la razén de las
diferencias vistas en la proteccién, una comparacién simultanea en la misma cepa de ratones y
empleando el mismo tiempo de administracibn de los dos compuestos seria apropiada para

confirmarlo.

En cuanto a la estimulacién de las vias no naturalmente activadas por neumococo, el panorama fue
mas diverso abarcando de 0 a 100% de proteccion. Poli(l:C), agonista de TLR3 fue incapaz de
inducir proteccidn contra el desafio y parecid contribuir en la muerte acelerada de los animales. Este
resultado resulta coherente con un trabajo recientemente publicado en el que se demostré que,
anélogamente a lo que sucede con muchas infecciones virales, la exposicion del tracto respiratorio
bajo a Poli(l:C) aumenta la susceptibilidad de ratones frente a la infeccién intranasal con neumococo.
El aumento de susceptibilidad en este modelo se asocié a la produccién de IFN de tipo |, dado que

animales Ifnar” o depletados con anticuerpos blogueantes para IFNAR, mostraron capacidad
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mejorada de combatir la infeccién [90]. Adicionalmente, Poli(l:C) se ha vinculado a la sobreexpresion
de PAF-R en cultivos de una linea de células faringeas humanas [224]. El receptor PAF-R esta
implicado en la adhesion de S. pneumoniae al epitelio [225] y por lo tanto a la capacidad de la
bacteria de ganar acceso desde el tracto nasofaringeo hacia el medio interno u otras mucosas. Esta
evidencia sugiere que la activacion de TLR3 previo a un evento de infeccion neumocdcica o durante
el mismo, actia a favor de la capacidad invasiva de la bacteria durante la colonizacion y en
detrimento de las defensas durante la infeccion del tracto respiratorio bajo. En vista de los resultados
de la literatura y los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que la administracibn mucosa
de agonistas de TLR3 no es una opcién para el tratamiento o prevencion de la neumonia

neumocoécica.

Flagelina, fue el agonista que confirid la mayor proteccion y merecié un analisis mas profundo. El
efecto protector se observo tanto cuando la flagelina fue administrada previo, durante o después del
desafio con S. pneumoniae, mostrando ser eficaz como agente profilactico o terapéutico. Al momento
del desafio FIIC indujo la eliminacién casi total de las bacterias en los pulmones y evité la
diseminacion sistémica de la infeccion; el tratamiento post-desafio también redujo considerablemente
la carga bacteriana en pulmones y bazo promoviendo la sobrevida de los animales. Adicionalmente,
flagelina fue capaz de inducir un aumento en la tasa de sobrevida de animales desafiados con una
dosis infectiva 10 veces mayor que la minima dosis letal de serotipo 1, efecto que aparentemente

depende del aumento en la dosis de FliC.

El efecto protector se observé también en cepas de ratones diferentes, demostrando que el
mecanismo subyacente a la proteccion opera més alla del genotipo de los animales. Cabe destacar
gque ademéas de observarse proteccion frente a las cepas endogamicas BALB/c y C57/BL6, la
proteccion también se observé en la cepa exocriada NMRI. La proteccion en C57/BL6y NMRI solo
fue significativa cuando el FliC se administré antes del desafio, hecho quizas relacionado a que
ambas cepas requieren de dosis infectivas mayores que BALB/c para alcanzar la MDL y que fueron
por tanto desafiadas con dosis infectivas mayores requiriendo la preactivacion de las defensas
innatas para evidenciar un grado de proteccién significativo respecto de los animales no tratados.
Dado que mayores dosis de FIiC se necesitaron para inducir proteccion en BALB/c desafiados con
dosis infectivas mayores, una alternativa para mejorar la efectividad del tratamiento durante la
infeccion en las cepas C57/BL6 y NMRI, seria aumentando la dosis de FIiC empleada en estas cepas

de ratones.

Aunque en menor medida que para serotipo 1, flagelina también confirié proteccion frente al desafio
letal con serotipo 3, resultado que sugirié los hechos méas adelante confirmados, acerca de un
mecanismo de proteccidn que depende de las defensas innatas que a diferencia de los anticuerpos,
es eficaz independientemente del tipo capsular de neumococo. La proteccion brindada por la
instilacion intranasal de flagelina demostré ser util no solo para tratar la infeccion por diferentes
serotipos de neumococo, sino que también fue empleada para conferir proteccion frente a otros

patégenos no relacionados. Trabajos publicados posteriormente a esta investigacion, mostraron que
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el tratamiento intranasal con flagelina confiere proteccién frente a la infeccion pulmonar con
Pseudomonas aeruginosa [107] y Burkholderia cepacia [226], requiriéndose en ambos participacion
de componentes innatos del sistema inmune. Interesantemente, las flagelinas empleadas en este
trabajo y en los trabajos de Zgair et al. y Yu et al. fueron aisladas de diferentes microorganismaos, lo
gue sugiere que la capacidad protectora observada no es exclusiva de la flagelina de S.

Typhimurium.

Como ultimo punto en este capitulo, se planted evaluar los potenciales beneficios del tratamiento con
FIiC frente a una eventual reinfeccion con neumococo. Al presente existen pocos datos sobre la
frecuencia de reinfeccibn en pacientes que hayan experimentado previamente neumonia
neumocécica y se desconoce si las mismas ocurren debido al mismo serotipo o serotipos no
relacionados. Es sabido que algunas condiciones clinicas como deficiencias en el sistema de
complemento, ausencia de bazo funcional, hipogamaglobulinemia, anemia falciforme, COPD vy
condiciones de inmunodepresion como VIH, quimioterapia, entre otras, predisponen a la recurrencia
de la enfermedad neumocécica particularmente en sus manifestaciones invasivas. No obstante, si
estas condiciones estan ausentes la recurrencia de episodios invasivos es poco frecuente, aunque
puede ocurrir [227-230]. Sea el caso de la reinfeccion en pacientes con condiciones predisponentes o
no, seria deseable que la terapia empleada para tratar el primer evento de infeccién pudiese
promover la proteccion frente a nuevos enfrentamientos al mismo patégeno. Resultados obtenidos en
nuestro laboratorio mostraron que la exposicion de ratones a un desafio i.n. subletal con serotipo 1
genera 100% de proteccion frente a un segundo desafio i.n. con una dosis equivalente a 20 MDL del
mismo serotipo [68,69]. Sin embargo, la proteccion frente al redesafio homélogo no puede
generalizarse para todos los serotipos, ya que el 100% de los animales expuestos a una dosis

subletal de serotipo 3 y redesafiados con una dosis letal de la misma cepa mueren [69].

Dado que flagelina se ha reportado como un potente adyuvante frente a diferentes antigenos cuando
es administrada por diversas rutas incluida la ruta i.n. [231-235], result6 interesante investigar si el
tratamiento con FIliC durante la primera exposicion a la bacteria podia potenciar el desarrollo de
inmunidad a largo plazo y revertir la falta de proteccién observada frente al redesafio con serotipo 3.
Sin embargo, los resultados no confirmaron esta hip6tesis observandose la muerte del 100% de los
animales redesafiados con serotipo 3 que habian sobrevivido al primer desafio gracias al tratamiento
con FIiC.

En este punto cabe desatacar que, si bien las respuestas inmunes dirigidas contra antigenos
proteicos pueden conferir proteccién frente al neumococo, la respuesta humoral contra el
polisacarido capsular es fundamental en la proteccién a largo plazo. No obstante, la naturaleza T-
independiente de estos antigenos dificulta la generacion de inmunidad humoral y memoria
inmunoldégica. El polisacarido 1 es una excepcién dentro de los polisacaridos capsulares hasta ahora
descritos para neumococo, ya que su haturaleza zwitterionica le permite ser presentado en contexto
MHC-II y ser reconocido por el receptor T de linfocitos CD4, comportandose como un antigeno T-
dependiente [236,237].
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Flagelina ha mostrado ser un potente adyuvante capaz de favorecer la generacion de respuestas
humorales a nivel local y sistémico, sin embargo las investigaciones se han conducido
mayoritariamente empleando antigenos T-dependientes (en su mayoria proteicos o microorganismos
no capsulados) (revisado en [238]), por lo que podria suponerse que la capacidad adyuvante de FIiC
tiene un efecto pobre, sino nulo para con antigenos T-independientes. La realizacién de
experimentos adicionales con otras cepas invasivas de diferentes serotipos seria necesaria para

poder profundizar en este tema.
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IV.3. Bases celulares y moleculares de la
proteccion mediada por flagelina frente a
la neumonia neumococica.

El pulmén es un 6rgano de alta complejidad cuya funcién esencial es el intercambio gaseoso. Esto
hace que esté en contacto directo y constante con el medio externo a través del aire ambiental y
determina que la mucosa pulmonar esté permanentemente expuesta a una gran variedad de
antigenos exdgenos y agentes infecciosos. Al mismo tiempo, el pulmén se encuentra conectado con
el medio interno a través de una extensa cama vascular, lo que hace que cualquier agente invasor
pueda desde alli ganar acceso al torrente sanguineo [23]. Por esto, la mucosa respiratoria cuenta
con un amplio sistema de defensa constituido por células estructurales y mieloides residentes, que
conforman una barrera mecéanica y producen factores quimicos antimicrobianos. Entre las células
mieloides residentes se destaca la presencia de los macrofagos alveolares, células altamente
especializadas en la fagocitosis que residen en los espacios terminales de las vias aéreas. Los
macréfagos alveolares tienen como principal cometido la eliminacién de agentes externos y son
células cruciales en el inicio de la respuesta inflamatoria. Junto con las células epiteliales, participan
del reconocimiento de los agentes externos y contribuyen en la defensa a través de la secrecion de
citoquinas [29,30,239-243].

La inflamacién excesiva interfiere con la funcion de intercambio gaseoso y por tanto el inicio de la
respuesta inflamatoria esta sometido a un control permanente y estricto [23,26]. La eliminacion de
bajas cargas microbianas ocurre en ausencia de inflamacién y de reclutamiento de células de la
periferia. En el caso de la neumonia neumocdcica, los macréfagos alveolares fagocitan bajas cargas
de bacterias sin liberar citoquinas proinflamatorias [29,30,240]. Cuando la capacidad fagocitica de los
macréfagos se ve superada por el incremento en el nimero de microorganismos, estas células
comienzan a secretar TNFa, citoquina que a su vez promueve la sintesis de otros factores
proinflamatorios y orquesta el reclutamiento de nuevos fagocitos desde la periferia. Otros factores
producidos por el propio neumococo como los péptidos formilados, potencian el reclutamiento

leucocitario en conjunto con los producidos por el hospedero [38,39].

Aunque los neutréfilos son fundamentales en la defensa contra neumococo [41], la acumulacién y/o
activacién excesiva de células inflamatorias en los alvéolos puede desencadenar un sindrome de
dificultad respiratoria aguda con efectos tanto 0 mas negativos que la presencia del propio patégeno
(revisado en [26,40]). Por lo tanto, la patologia desencadenada durante la neumonia no dependera
Unicamente de los factores de virulencia de la bacteria, sino que estara también determinada por la

capacidad del hospedero de autolimitar la inflamacion.
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En el capitulo anterior se demostré que la administracion intranasal de diferentes agonistas de
receptores innatos, en particular flagelina, promueven la sobrevida de ratones frente a la neumonia
neumocacica invasiva. Como ya se menciono en el capitulo de Introduccion, flagelina es reconocida
por al menos 3 receptores innatos, TLR5 [94], NLRC4 [244] y NAIP5 [98,99], y tiene capacidad de
promover respuestas inflamatorias de importante magnitud a nivel local y sistémico. En particular se
ha demostrado que la instilacion de flagelina en los pulmones provoca una intensa respuesta
inflamatoria, caracterizada por el reclutamiento de PMN hacia los alvéolos [101]. La mayor sobrevida
de los animales infectados con neumococo frente al tratamiento con flagelina, resulta a priori
paraddjica si se razona que el tratamiento estaria exacerbando la inflamacién pulmonar

desencadenada por la presencia de la bacteria.

Con el objetivo de comprender esta aparente contradiccion, se procedié a investigar las bases
moleculares y celulares de de la proteccion inducida por FliC. A lo largo del capitulo se presentan los
resultados del andlisis de la respuesta transcripcional en pulmones tras el tratamiento con flagelina.
Con el fin de determinar si existen efectos inflamatorios sinérgicos entre el agente patégeno y el
agente terapéutico, se comparé el perfil transcripcional frente al tratamiento con FliC en animales
virgenes y en animales desafiados con neumococo. Ademas se estudié el impacto del tratamiento
sobre las poblaciones celulares residentes y reclutadas hacia los espacios alveolares, analizadndose
también la histopatologia provocada por la infeccion y la infeccién combinada con el tratamiento. Por
otra parte se investigo el rol de los neutrofilos, linfocitos B, T y anticuerpos en la proteccion mediada
por flagelina. Por Ultimo, se investigd la importancia de la sefializacion a través de los receptores
TLR5 o NLRC4 en la proteccién y el posible rol de las quimioquinas de la familia ELR-CXC,

reclutadoras de neutrdfilos, en la proteccion frente a neumococo.

IV.3.1. Cambios en el perfil transcripcional de pulmones inducidos
por la administracion intranasal de flagelina durante la neumonia

neumococica.

El primer paso en el estudio de las bases moleculares de la proteccién inducida por el tratamiento i.n.
con flagelina, fue el andlisis del perfil transcripcional en pulmones de ratones BALB/c a las 24 horas

del desafio con serotipo 1 en presencia o ausencia del tratamiento con FIiC (Figura IV.3.1).

Al comparar el perfil transcripcional entre los animales infectados y los tratados con FIliC durante la
infeccion, se destaco el importante incremento de los mensajeros de las quimioquinas Cxcll, Cxcl2 y
Ccl20, en los animales tratados con FliC (Figura 1V.3.1, paneles A-C). Los mensajeros de Ly6g, una
proteina de anclaje a glicofosfatidilinositol que interviene en la modulacion de la migracién de

neutrdéfilos [245], también se vieron incrementados tras el tratamiento con FIiC (Figura IV.3.1 D).

85



Similarmente, los mensajeros de los genes codificantes para las citoquinas proinflamatorias Tnfa e
lI1b, aumentaron en animales tratados con FIliC respecto de aquéllos que solo fueron desafiados
(Figura IV.3.1, paneles F y G). Cabe destacar que para todos estos mensajeros, el tratamiento con
FliC sola fue suficiente para inducir el aumento en los niveles de RNAm sin que se observara un
aumento adicional cuando fue administrada en presencia del in6culo bacteriano. Esto sugiere que los
efectos observados se deben Unicamente al tratamiento y no a efectos aditivos por la administracion
conjunta de la bacteria y el agonista de TLR5/NLRC4-NAIP5.

Los mensajeros de las citoquinas proinflamatorias 116, 1117a y el receptor polimérico de
inmunoglobulinas PigR también se vieron incrementados significativamente pero solo en los
animales desafiados y tratados con FIliC; no se observaron diferencias significativas en los que solo
recibieron FIiC en ausencia del desafio (Figura IV.3.1, paneles E, J y M), sugiriendo que el efecto de
la infeccion con neumococo y la administracion de flagelina son acumulativos sobre la induccion de

estos tres genes.

Los mensajeros de 14, 1123 y TIr5 e Igj no mostraron cambios significativos en los animales tratados

con FliC respecto a los animales infectados con S. pneumoniae al tiempo analizado.

En suma, la administracién de FliC se asoci6 con incrementos de mensajeros de genes tipicamente
expresados durante la respuesta inflamatoria. Adicionalmente, el tratamiento con flagelina durante el
curso de una infecciébn con neumococo exacerbé el aumento de los mensajeros de genes de
guimioquinas vinculadas al reclutamiento neutrofilico asi como aumento en del mensajero de Ly6g,
un marcador expresado en altos niveles por estas células, lo que sugiere que las mismas podian
estar implicadas en la proteccion. Por dltimo, cabe también destacar el incremento observado en los
mensajeros codificantes del Receptor Polimérico de Inmunoglobulinas plgR. Este receptor se induce
frente al dafio, en presencia de citoquinas proinflamatorias como TNFa e IL1B [246] y media el
transporte de IgA y en menor medida IgM a través del epitelio hacia las superficies mucosas que
cumplen un importante rol en la neutralizacion de patégenos que alcanzan el tracto respiratorio y

otras mucosas.
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Figura IV.3.1: Cambios inducidos por el tratamiento i.n. con flagelina en en el perfil transcripcional en pulmones . Hembras BALB/c de
8-10 semanas de edad fueron infectadas por ruta i.n. con la MDL de serotipo 1y tratadas simultdneamente con 1 pg de flagelina, o salina como
control. A las 24 horas se extrajeron los pulmones para realizar extracciéon de mensajeros totales. El nivel relativo de RNAm para cada gen fue
normalizado empleando como gen de referencia al B-actina. Los resultados se expresan como cantidad de los RNAm normalizados relativa al
grupo control (salina). Las barras representan la media + SEM (n=5). Dos astericos (*«) indican diferencias significativas para p<0.01 y un

asterisco (x) diferencias as p<0.05 determinadas mediante test de Mann-Whitney de una via.
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IV.3.2. Impacto del tratamiento local con flagelina sobre las
poblaciones celulares residentes en el pulmon y reclutadas desde la

periferia.

Cambios en las poblaciones celulares a nivel de pulmones.

El perfil transcripcional sugiere la activacion de mecanismos de reclutamiento leucocitarios,
principalmente de neutréfilos, en aquellos animales tratados con flagelina. Para confirmarlo, se
comparé el perfil de las poblaciones celulares en tejido pulmonar y contenido alveolar en animales

infectados frente a animales infectados y tratados con flagelina.

Primeramente, se determiné el niimero total de células en el parénquima pulmonar 24 horas después
de haber recibido el desafio o desafio y tratamiento. El contenido alveolar fue removido mediante
lavado broncoalveolar y el nimero total de células viables en el parénquima pulmonar se determiné
en suspensiones celulares mediante tincion con un colorante vital y conteo automatico en
hemocitometro. El panel A de la Figura IV.3.2 muestra que la coadministracién de flagelina al
momento del desafio provocé un aumento, aunque no significativo, en el ndmero total de células
pulmonares respecto a los animales que solo recibieron neumococo. Cuando las diferencias se
analizaron respecto al grupo control, este aumento si fue significativo Gnicamente para el grupo

tratado con FIiC.
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Figura IV.3.2: Efecto del tratamiento i.n. con flagelina sobre las poblaciones celulares en pulmones durante la infeccion con Streptococcus
pneumoniae. Ratones BALB/c, de 8 semanas de edad, infectados con 4x10° UFC de S. pneumoniae o infectados y tratados con 1 g de flagelina por ruta i.n.
fueron sacrificados a las 24 h, recuperandose los pulmones. Previo a la disgregacion del tejido se separd el contenido alveolar mediante lavado. Las
suspensiones celulares preparadas a partir del parénquima pulmonar se tifieron empleando anticuerpos conjugados a fluorocromos especificos contra
marcadores de superficie y se analizaron por citometria de flujo. Panel A: Se determiné el nimero total de clélulas en pulmones mediante recuento de viables
con tincion de azul de trypan. Panel B: Células dendriticas plasmacitoides, pCDs, definidas como CD11c™™° cD11b"9;1Ad™; células dendriticas mieloides,
mCDs, definidas como CD11c®"°; CD11b"; |Ad®™. Panel C: Células B y NK definidas como CD19P°%; CD49b"®9 y CD19"®9; CD49bPS respectivamente.
Panel D: Neutrdfilos, definidos como Ly6G2™; F4/80"9 y monocitos/macréfagos (M®) definidos como Ly6G"®9; CD11cPS; F4/80P°S. Panel E: Linfocitos
T-CD4 definidos como CD3P°%; CD4P°%; CD8"®Yy linfocitos T-CD8 definidos como CD3P°%; CD4"Y; CD8P°®. Los resultados se muestran como media £ SEM
(n=6 panel A, n=3 paneles B-E). Las diferencias significativas para p<0.05 se marcan con un asterisco, calculadas mediante ANOVA de una via para el panel A
y test de Mann-Whitney panel D. 88



Seguidamente, se analizaron las diferentes poblaciones celulares para determinar cudles contribuian
mayoritariamente al aumento observado. Empleando marcadores de superficie se definieron 8 tipos
celulares segun las combinaciones detalladas en la Figura IV.3.2: células dendriticas plasmacitoides,
células dendriticas mieloides, linfocitos B, células NK, macréfagos, neutréfilos y linfocitos T
colaboradores y citotoxicos. De todas las poblaciones estudiadas, Unicamente los neutréfilos
mostraron un incremento porcentual significativo (20.4%) en el grupo tratado respecto al grupo de
animales infectados (7.6%) (Figura 1V.3.2panel D), resultado concordante con el perfil de expresién

génica observado para este grupo de animales.

Cambios en las poblaciones celulares a nivel de lavado broncoalveolar.

Tanto la infeccidon por neumococo como el tratamiento con flagelina promovieron el reclutamiento de
neutrofilos hacia los espacios alveolares, encontrandose un mayor nimero de células en los ratones
tratados con FliC. Como se mencioné anteriormente, aunque los neutréfilos son necesarios para la
proteccidon contra neumococo, también estan implicados en el dafio tisular, y el reclutamiento y
permanencia excesiva de estas células en las vias aéreas puede provocar complicaciones a
respiratorias. Por lo tanto, se procedié a estudiar la dinamica del reclutamiento de estas células hacia
las vias aéreas en el tiempo. Adicionalmente, se estudié la dinamica de los macréfagos alveolares,
células claves en la defensa frente a la neumonia neumocécica. Con este fin, se tomaron muestras
de lavado broncoalveolar de animales infectados con serotipo 1 tratados, o no, con flagelina, o
animales que recibieron salina como control. Las muestras se obtuvieron a las 16, 24 o 40 horas
post-desafio y las células recuperadas fueron analizadas por citometria de flujo. El andlisis mostro
que el tratamiento con flagelina indujo un rapido influjo de PMN hacia los espacios alveolares, que ya
a las 16 horas super6 significativamente el nimero de neutréfilos reclutados en los animales que solo
recibieron el desafio letal. El incremento de los neutréfilos fue transitorio, volviendo a valores

relativamente bajos a las 40 horas de recibido el tratamiento (Figura 1V.3.3 panel B).

En cuanto a los macréfagos alveolares, aunque no se encontraron diferencias significativas en el
ndmero total de estas células entre el grupo infectado y tratado con FIiC y el infectado, si se observo
una disminucion significativa en los ratones infectados respecto a los tratados con salina. Los
animales tratados con FIliC durante la infeccion mostraron un namero significativamente menor de
macrofagos alveolares en comparacion a los virgenes a las 24 y 40 horas post-desafio, mientras que
los que solo fueron desafiados mostraron una diferencia significativa recién a las 40 horas (Figura
IV.3.3 panel A).
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Figura 1V.3.3: Poblaciones celulares en LBA tras co-tratamiento i.n. con FIiC en la infecciéon con Streptococcus pneumoniae. Ratones BALB/c, de 8-10
semanas de edad, fueron infectados con 4x10° UFC de S. pneumoniae o infectados y tratados con 1 ug de flagelina por ruta i.n.. A las 24 h se realiz6 el lavado
broncoalveolar y las poblaciones celulares se analizaron por citometria de flujo empleando anticuerpos conjugados a fluorocromos especificos para marcadores de
superficie. Panel A: Evolucion del nimero de macréfagos alveolares. Los macréfagos se definieron en base a su FSC-SSC vy el siguiente patrén de expresion para
los marcadores de superficie: Ly6G™9, F4/80P°S, CD11c®"°, Panel B: Evolucién del nimero total de neutréfilos en LBA, definidos como Ly6G®'°; F4/80™9,
CD11c"9, FSC-SSC. Los resultados se muestran como media + SEM (n=3). La comparacion a cada punto temporal entre los grupos Sp y Sp+FIiC se realizd
mediante de test de Mann-Whitney, las diferencias significativas para p<0.05 y p<0.01 entre estos grupos se marcan con uno Yy dos asteriscos respectivamente. La
comparacion de los nieveles de macréfagos o PMN a en todos los puntos temporales con respecto al control se realizaron mediante test de ANOVA y se indican con
el simbolo numeral (#) las diferencias significativas. Panel C: Gréficos representativos del andlisis de citometria de flujo. Se muestra i) perfil de tamafio y
granularidad (FSC-SSC) del LBA; gréfico de puntos Ly6G-PE; F4/80-FITC para ii) LBA sin tefiir, iii) histograma de andlisis de la expresién de CD11c en células
positivas para Ly6G o F4/80; iv) LBA de un animal virgen; v) LBA de un animal infectado, iv) LBA de un animal tratado con FIliC durante el desafio.

Posteriormente se evalué el dafio pulmonar en el curso de la infeccidn en presencia 0 ausencia de
tratamiento con FIIC y en ratones que recibieron solo FIiC, mediante el analisis histoldgico de

secciones de pulmén, 1 o 7 dias después de la infeccion.

Los hallazgos del estudio citométrico se confirmaron mediante el analisis histolégico. Como se
muestra en la Figura 1V.3.4, el edema y reclutamiento de células inflamatorias fue evidente a las 24
horas en las regiones peribronquiales y perivasculares en cortes obtenidos de animales tratados con
flagelina sola (panel E) o administrada en conjunto con el desafio bacteriano (panel B). Los animales
infectados que no recibieron tratamiento evaluados en el mismo punto temporal mostraron menor
infiltrado de células inflamatorias y edema (panel D). Sin embargo, mientras que los animales no
tratados murieron entre el tercer y cuarto dia después del desafio, el andlisis de los pulmones de los
ratones que sobrevivieron gracias al tratamiento con FliC, realizado 7 dias post-desafio, revel6 la
resolucion total de la inflamacion. Esto sugiere que a pesar del intenso reclutamiento celular, el

tratamiento con FIliC no generé compromiso tisular a largo plazo (panel C).
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Figura IV.3.4: Andlisis histolégico de pulmones luego del desaffo con serotipo 1 o desafio y
tratamiento con flagelina. Los pulmones fueron obtenidos 1 o 7 dias luego de la instilacién i.n. de (A, F)
solucién salina, (D) 4x10° UFC de S. pneumoniae serotipo 1, (B, C) S. pneumoniae mas 1 ng de flagelina
o (E) flagelina sola. Cortes parafinados de 5 pum fueron tenidos con hematoxilina-eosina y analizados al
microscopio optico a doble ciego. B: bronquiolo; VS: vaso sanguineo; flecha: edema; punta de flecha:
infiltrado celular. Magnificacion total x200 para todos los paneles y x1000 para los paneles insertos. Las
imagenes son representativas de secciones examinadas para 3 ratones por grupo.

Habiéndose observado anteriormente que la administracion intranasal de flagelina también confiere
proteccion cuando se administra luego de establecida la infeccién, se investigé si en esta situacion el
perfil de la cinética de reclutamiento de PMN era similar al observado durante la coadministracion. En
este caso los animales recibieron la dosis de flagelina i.n. 24 horas después del desafio y el analisis
del contenido alveolar se realiz6 a las 24 horas del tratamiento (48 horas del desafio) (Figura 1V.3.5).
Igual que como se observé durante la coadministracion de flagelina, la administracion terapéutica
indujo un rapido reclutamiento cuyo maximo nuevamente se produjo a las 24 horas de la
administracion de FIiC. Nuevamente, la disminucion del nimero de PMN en LBA fue rapida,

alcanzando valores comparables a los de un animal virgen a dia 7.

La rapida disminucién de los neutréfilos reclutados a los espacios alveolares y la resolucion de la
inflamacion observada en los animales tratados con flagelina, motivd que se realizara un nuevo
analisis del perfil transcripcional en pulmones, teniendo ahora como foco principal mensajeros de

genes asociados al control de la respuesta inflamatoria.
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En el pulmén existen mecanismos constitutivamente activos que suprimen la respuesta inflamatoria,
principalmente mediados por las citoquinas TGF-B [37] e IL10, producidas por macrofagos alveolares
y células epiteliales [26,247,248]. Los altos niveles de IL10 y TGF-f en las vias aéreas son
importantes para suprimir las respuestas inflamatorias ante la captacion de antigenos por parte de
los macrofagos alveolares, evitando el reclutamiento de células dendriticas y las respuestas T
inflamatorias [26,32,249,250]. Ademas de los mecanismos antiinflamatorios constitutivos, en el
pulmén existen mecanismos de regulacion inducibles tanto frente a episodios de inflamacién aguda
como crénica. Tanto la induccién de IL10 [251,252] como el reclutamiento de células T reguladoras
(revisado en [26]) se ha observado frente a infecciones bacterianas de distinta etiologia en el tracto
respiratorio. Sin embargo, de acuerdo al andlisis transcripcional presentado en el Capitulo V.1
(Figuras 1IV.1.6 y I1V.1.7), la infeccion causada por la MDL de S. pneumoniae serotipo 1 no provoco
aumento en los mensajeros de 1110, Foxp3 o Tgfb a tiempos tempranos o a las 24 horas de

establecida la infeccion.

Se procedié entonces a evaluar si flagelina era capaz de provocar el aumento de estos mensajeros

en el pulmon cuando era administrada por ruta i.n. sola o junto con el desafio.

Los mensajeros de Tgfb no mostraron cambios frente al tratamiento con FliC (Figura 1V.3.6 B). Sin
embargo, otros mecanismos como la regulacién por ARN de interferencia (revisado en [253]) como a
nivel post-transcripcional (revisado en [254] y [255]) son muy importantes para este gen, por lo que
no observar un aumento en los mensajeros no permite descartar induccién a otros niveles. A pesar
de estar sujeto a una compleja regulacién transcripcional [256], el caso de Foxp3 fue similar sin que

se observaran cambios significativos en sus mensajeros (Figura 1V.3.6 C).

En cambio, los mensajeros de 1110 se incrementaron en los animales tratados con FIiC. Flagelina
provoco el incremento de los mensajeros de 1110 independientemente de la presencia de la bacteria
(Figura 1V.3.6, panel A). Esto podria dar cuenta de la activacion de mecanismos de control de la
inflamacion capaces de suprimir el reclutamiento neutrofilico y favorecer la recuperacion del dafio y la

reestructuracion del tejido.
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Figura 1V.3.6: Comparacion de los niveles de mensajeros de genes proinflamatorios en animales infectados y tratados con FliC i.n. durante
el desafio. Hembras BALB/c de 8-10 semanas de edad fueron infectadas por ruta i.n. con la MDL de serotipo y tratadas simultaneamente con 1 pg de
flagelina, o salina como control. A las 24 horas se extrajeron los pulmones para realizar extracciéon de mensajeros totales y sintesis del ADNc. El nivel
relativo de ARNm para cada gen fue normalizado empleando como gen de referencia la p-actina. Los resultados se expresan como cantidad de los
ARNm normalizados, relativa al grupo control (salina). Las barras representan la media + SEM (n=5). Dos astericos ( *+) indican diferencias

significativas para p<0.01 y un asterisco () diferencias p<0.05, determinadas mediante test de Mann-Whitney de una via.
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IV.3.3. Poblaciones celulares implicadas en la proteccion.

Aunque los neutréfilos tienen un rol crucial en la proteccién contra neumococo [41], en general se ha
propuesto que la fagocitosis eficiente de neumococo por parte de los PMN requiere de la
opsonizacidon mediada por anticuerpos para superar los mecanismos antifagociticos de la bacteria
[257]. En este sentido, tanto los anticuerpos naturales preexistentes como la generacién de
anticuerpos anticapsulares especificos colaboran en la opsonizacién y eliminaciéon de S. pneumoniae
[14,258,259]. Los animales empleados en todos los ensayos nunca antes estuvieron expuestos a
neumococo y por tanto carecian de anticuerpos anticapsulares; alin asi cabe cuestionarse el rol que
pudiesen tener los anticuerpos naturales en la proteccion mediada por FliC. Dado que se observo
incremento de los ARNm del plgR, podria pensarse que el tratamiento con FIiC podria inducir mayor
translocacion de anticuerpos IgA hacia los alvéolos contribuyendo a la opsonizacion de la bacteria.
Por otra parte, algunos reportes han sefialado que las células T son importantes en fases tempranas
de la respuesta frente a la neumonia [66], aunque en el presente modelo el analisis citométrico no

reveld infiltrado significativo de estas células.

Con el fin de precisar el rol de los diferentes tipos celulares y de los anticuerpo en la proteccion, se
evaluo la eficacia del tratamiento en animales deficientes en neutréfilos con respuesta B, T y humoral
normal y en animales deficientes en células T, células B y carentes de anticuerpos competentes a

nivel de respuesta innata.

Para evaluar el rol de los neutréfilos en la proteccion, se puso apunto la deplecion de PMN mediante
el uso de un anticuerpo monoclonal anti Gr-1 (del inglés: anti-granulocyte receptor 1 o Ly6C-Ly6G)
administrado por ruta i.p.. Veinticuatro horas antes del desafio los animales recibieron una dosis de
anti Gr-1 suficiente para depletar el 99% de los neutréfilos en circulacién y en espacios alveolares
(Figura IV.3.7 Ay B); el grupo control recibié la misma dosis de un anticuerpo control de igual isotipo.
Todos los animales fueron desafiados con la MDL de serotipo 1 por ruta intranasal coadministrada o

no con FIiC.

Los animales que recibieron el anticuerpo control previo al desafio y tratamiento con FIiC
sobrevivieron. Sin embargo, aquellos que recibieron el anticuerpo de deplecion murieron a pesar de
haber recibido flagelina al momento del desafio. Estos resultados sugieren que las células Gr-1°,
probablemente en su mayoria neutréfilos, son actores criticos en la proteccion mediada por FliC

frente a la neumonia invasiva.
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Figura IV.3.7: Efecto de la deplecion de células Gr-1* en la proteccién mediada por
100—=7"=—"=—H flagelina i.n. frente a neumonia aguda: Ratones BALB/c (n= 3) fueron tratados por
ruta i.p. con 100 pg de anticuerpo control (Paneles A) o un anticuerpo monoclonal anti
** Gr-1 (Paneles B); a las 24 h recibieron 1 pg de FIliC i.n.. Tras 24 h del tratameinto con
FIiC, los animales fueron sacrificados para comporbar la eficacia de la deplecién. Se
muestra el patrén de FSC-SSC para sangre (A-i y B-i) y lavado broncoalveolar (A-iii y
B-iii). La cantidad de neutréfilos se determind por citometria de flujo empleando dos
combinaciénes de anticuerpos para definir los PMN: Ly6C2°/Ly6G3® (A-ii y B-ii) o
Gr-12°/CD11b?™ (A-iv y B-iv). Paneles representativos de 2 experimentos diferentes.
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(Panel C) Tras confirmar la deplecién del 95-99% de los PMN, los animales (n= 6) fueron
tratados nuevamente con anti Gr-1 o control de isotipo y 24 horas después recibieron

. . T . por via in. una dosis letal de S. penumoniae serotipo 1 en solucién salina (cuadrados) o

0 2 4 6 8 suplementada con flagelina (circulos). La sobrevida de los animales fue controlada

diariamente. Los asteriscos representan diferencias significativas entre las curvas de

sobrevida de Kaplan-Meier segtn test de Log-rank entre los grupos tratados con FliC y

@ antiGrl/Sp+1ugFiC -O- lIsotipo/Sp + 1 pg FliC con anti Gr-1 o anticuerpo control (p<0.05). Resultados representativos de 2

4 Isotipo / Sp experimentos diferentes.

Dias post-desafio

El rol de las células B, T y anticuerpos fue investigado empleando animales portadores de la
mutacion recesiva scid, la cual genera un fenotipo de inmunodeficiencia combinada severa, en la que
los animales carecen de linfocitos B y T y presentan deficiencia de gama-globulinas y linfopenia. A
pesar de sus deficiencias en la respuesta adaptativa, estos animales presentan respuestas innatas
completamente funcionales. Esto Ultimo se comprob6 evaluando la capacidad de flagelina de inducir

reclutamiento de neutréfilos a los pulmones y espacios alveolares tras ser instilada localmente.

Como muestra la Figura 1V.3.8, el reclutamiento de PMN en los ratones SCID fue similar al
observado en ratones BALB/c normales. Se procedié entonces a evaluar la capacidad de FIiC de
conferir proteccién frente al desafio con S. pneumoniae. Para ello ratones SCID y BALB/c fueron
desafiados con 2x10” UFC de serotipo 1 junto con FliC o solucion salina. El nivel de proteccion se
evalu6 como disminucion en el numero de UFC en los pulmones y bazo de los animales a las 36
horas post-desafio. Los resultados mostraron una disminucion similar en los animales tratados con
FliC independientemente de la deficiencia de células B, T y anticuerpos (Figura IV.3.8 paneles B y
Q).
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En su conjunto, los resultados respaldan un mecanismo de proteccion dependiente de componentes

innatos, e independiente de linfocitos B o T, 0 anticuerpos.

A
FliCc

El BALB/c IV.3.8. Rol de los linfocitos T, B y anticuerpos en la

Salina O scip proteccién mediada por administracion i.n. de FliC.

(A) Reclutamiento de PMN (definidos con

[ i i . i i i . Ly6G3"/Ly6C?"°/CD11b%"°) en lavados broncoalveolares

0 2.0,10° 4.0,10° 6.0510° 0  5.0x10°5 1.0x10° 1540° 20x10%  tras la instilacion de 1 pg de FIC por ruta intranasal en

ratones SCID (barras blancas) o BALB/c (barras negras)

Namero de PMN en pulmones Numero de PMN en LBA (n=5). Nétese que la diferencia de PMN reclutados en las

dos cepas de ratones no fue estadisticamente significativa.

B C Resultados representados como media +SEM.

(B y C) BALB/c, n=6 (simbolos negros) o ratones SCID
9 9
10 'L' * 10 |—*—| deficientes en células B, T y anticuerpos (simbolos blancos)

g |am - * : - ;
2 . [} o 107 u —= fueron infectados por ruta in. con 2x10° UFC de S.
S 10 - ° % N * ) pneumoniae serotipo 1 en salina sola (cuadrados) o en
E o Y ml salina con 1 pg de flagelina (FIiC) (circulos). El recuento
2 108 S 10° | o bacteriano se realiz6 en homogeneizados pulmones (B) y
c o & J Qg bazo (C) 36 h después del desafio. Las diferencias
8 103 ) % 103 o [€3) significativas entre los grupos se indican con asteriscos (*)
% L CZZD o para p<0.05, segln el test de Mann-Whitney. Resultados
10t == T T T 10? T T T T representativos de 2 experimentos.
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Para corroborar la nocidon de que los anticuerpos no eran necesarios para la proteccion y descartar
qgue el incremento de los mensajeros de Pigr pudiese ser indicio de la mayor translocacion de IgA
hacia los espacios alveolares, se compararon los niveles totales de IgA en LBA tras el tratamiento
con FIiC en presencia o ausencia de desafio y con los de animales virgenes. Las diferencias
encontradas en los niveles de IgA total, no fueron significativas. A pesar de que una leve tendencia al
aumento se observé para el grupo infectado y tratado con FIliC, este resultado fue variable y nunca
alcanzo significancia estadistica en ninguna de las 4 instancias en las que se repitié el ensayo,
reafirmando que los anticuerpos no estan implicados en el mecanismo de proteccién inducido por

flagelina (Figura IV.3.9).

800+ NS

600 Figura 1V.3.9: Cuantificacion de IgA total en lavados

broncoalveolares tras el tratamiento intranasal con FliC. Ratones

T BALB/c (n= 4-5) de 8-10 semanas de edad fueron desafiados con 4x10°

UFC de S. pneumoniae serotipo 1 solo, o en conjunto con 1 pg de FIliC

i.n., o tratados con 1 pg de FliC por la misma ruta. A las 24 horas los

—I— animales se sacrificaron para realizar los lavados broncoalveolares. La

cantidad de IgA total se determind mediante ELISA. El andlisis

estadistico mediante test de ANOVA de una via no revel6 diferencias

significativas entre los grupos que recibieron tratamientos diferentes.
Resultados representativos de 4 experimentos diferentes.
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IV.3.4. Importancia de la sefhalizacion por TLR5 y NLRCA4.

La evolucion del sistema inmune de los mamiferos ha determinado el desarrollo de al menos dos
vias diferentes que aseguran el reconocimiento de los monémeros de flagelina y median sus
potentes efectos de activacién sobre varios tipos celulares tanto innatos como adaptativos. La
presencia de flagelina en el medio extracelular es detectada por el receptor TLR5 [94], mientras que
los mondmeros de flagelina que ganan acceso al citosol son detectados por componentes del
inflamasoma, especificamente NLRC4 y NAIP5 [98,99,244]. Consecuentemente, se investigo el rol
de la sefializacion a través de las distintas vias en la proteccion inducida por el tratamiento i.n. con
flagelina. Con este fin se emplearon flagelinas recombinantes modificadas de modo de abolir su
capacidad de sefializar por uno de los dos receptores, para tratar animales desafiados con la MDL de
neumococo. La capacidad de las flagelinas mutantes de conferir proteccion fue comparada con
flagelina capaz de sefializar por ambas vias. (Sobre detalles de las flagelinas recombinantes dirijase
al Capitulo IlI: Materiales y Métodos.)

Los resultados presentados en la Figura 1V.3.10 sugieren fuertemente que, mientras que la
sefializacion via NLRC4 no afecta la capacidad de flagelina de conferir proteccién contra la neumonia

neumocoacica, la sefalizacion via TLR5S resulta fundamental para lograr este efecto.

100_:’)=a—0—0**# Figura IV.3.10: Importancia de la sefializacion via TLR5 o NLRC4 en la
*k # proteccién mediada por tratamiento intranasal con flagelina frente a la

neumonia neumocécica. Ratones BALB/c, hembras de 8 semanas de edad

fueron anestesiadas y tratadas por ruta s.l. con 10 pg de flagelina o mutantes

incapces de sefializar por TLR5 o NLRC al momento del desafio con 4x10° UFC
de neumococo serotipo 1. El grupo control recibié Gnicamente neumococo en

% Sobrevida
g
L
b o

Salina

Flic+Spl solucion salina estéril. La sobrevida se monitoréo diaramente durante 9 dias. Se
. muestra el porcentaje de sobrevida para n=9 por grupo de tratamiento con FliC o

FICATLR5+Spl mutantes y n=8 para el grupo control. Las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier

FIICANLRC4+Spl  para cada grupo tratado fueron comparadas respecto al grupo control mediante
test de Log-rank (Mantel-Cox). Los asteriscos ( **) indican diferencias

significativas respecto del grupo control ( p<0.01) y el simbolo numeral (#)
o » difentencias significativas respecto al grupo tratado con el mutante para TRL5
T T T T 1 (p<0.01). Resultados representativos de 2 experimentos.

Dias post-desafio

IV.3.5. La instilacion local de quimioquinas de la familia ELR-CXC
evoca el patréon de reclutamiento celular caracteristico de flagelina

e induce proteccién frente a la neumonia neumocécica.

La respuesta inmune que se desencadena frente a un estimulo inflamatorio no solo involucra actores
celulares capaces de eliminar directamente al agente invasor, sino que depende en gran medida de
la produccién de factores solubles capaces de orquestar la respuesta inflamatoria en su conjunto.
Dentro de los mediadores solubles las citoquinas, y en particular las quimioquinas, actian como

sefiales integradoras que en conjunto con selectinas e integrinas, regulan el trafico leucocitario [260].
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Las quimioquinas, ademas de regular el reclutamiento leucocitario tienen la habilidad de activar a las
células reclutadas de manera de promover la eliminacion eficiente de los agentes patdégenos y esto
se ha documentado bien en infecciones del tracto respiratorio causadas por patégenos como E. coliy

K. pneumoniae (revisado en [23]).

Los resultados aqui presentados en conjunto con otras investigaciones publicadas, han demostrado
gue la instilacion intranasal de flagelina induce la produccién de citoquinas y quimioquinas incluyendo
CXCL1, CXCL2 y CXCLS5, que provocan el reclutamiento de neutrofilos a los espacios alveolares en
forma dependiente de TLR5 [107,231,261-263].

Para corroborar el rol de estas quimioquinas en la proteccion, se realizd en paralelo el tratamiento
intranasal de ratones con flagelina o con un céctel de las quimioquinas recombinantes CXCL1,
CXCL2 y CXCL5. Seguidamente, se evalué el reclutamiento de PMN en espacios alveolares y
parénquima pulmonar; por (ltimo se realizé un estudio comparativo de la capacidad de las
quimioquinas y de FIiC de promover la eliminacién de Streptococcus pneumoniae de los pulmones de

animales desafiados.

Los paneles Ay B de la Figura IV.3.11 muestran que el reclutamiento de PMN hacia los espacios
alveolares inducido por ambos tratamientos fue comparable. En el caso del parénquima pulmonar,
aunque no hubo diferencias significativas, se observé un reclutamiento levemente mayor en los

individuos tratados con FliC.

Habiéndose confirmado la capacidad de las quimioquinas recombinantes de promover el
reclutamiento local de neutrdfilos, se evalud la capacidad de conferir proteccion frente al desafio con
neumococo serotipo 1. Los resultados permitieron comprobar que la instilacién intranasal de las tres
guimioquinas agonistas del receptor CXCR2, es suficiente para inducir protecciéon en el modelo de
neumonia neumocécica empleado y en medida similar a la inducida por flagelina. Esto permite
proponer que la induccion local de los mensajeros de estas citoquinas promovida por la
administracion i.n. de FliC sea probablemente relevante en la proteccion contra la infeccion

respiratoria causada por S. pneumoniae.
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Figura IV.3.11: Instilacién intranasal de citoquinas de la familia ELR-CXC inducen acumulacidon local de PMN y eliminacién de neumococo de los
pulmones: Ratones BALB/c (n= 3) fueron tratados con un céctel de quimioquinas recombinantes conteniendo 250 ng de CXCL1, CXCL2 y CXCLS5,
administradas en 50 ul por via intranasal bajo sedacion leve. En paralelo otro grupo de animales fue tratado con 1 ug de FIiC en 50 pl, bajo anestesia. A las 24
horas los animales fueron sacrificados para determinar la cantidad de PMN por citometria de flujo en LBA (panel A) y en parénquima pulmonar (panel B). Los

neutréfilos se definieron empleando anticuerpos monoclonales contra marcadores de superficie segin la siguiente combinacion: Gr-12© ILy6G

alo/E4.80M9/CD11c"9.
La capacidad de conferir proteccion frente al desafio con neumococo se comparé entre los animales tratados con las quimioquinas o FIiC (panel C). Los

animales tratados como se describid antes (n= 4), recibieron simultineamente una dosis letal de serotipo 1 (2x10° UFC). A las 24 se prepararon
homogeneizados de pulmén y se determiné el nimero de UFC mediante recuento en placas de agar-sangre.
Las diferencias entre los grupos se determinaron mediante test de Mann-Whitney de una via y se indican con un asterico () para p<0.05. NS: No significativo.

IV.3.6. Respuesta de las células epiteliales de pulmén (neumocitos

tipo Il) y neutroéfilos humanos a la estimulacion con flagelina.

Los resultados presentados hasta el momento en conjunto con la informacién disponible en la
literatura, permiten postular un modelo para explicar al menos parcialmente el modo de accion de
flagelina como agente terapéutico frente a la neumonia. Para desencadenar los mecanismos
protectores, en primer lugar flagelina debe ser reconocida por células residentes del tracto
respiratorio a través del receptor TLR5, el cual tras la union del ligando dimeriza y desencadena la
cascada de sefializacion intracelular. La sefializacion via TLR5 activa transitoriamente un programa
de expresion génica que induce principalmente la expresiéon de genes proinflamatorios, orientado
esencialmente al reclutamiento leucocitario, destacandose la induccion local de quimioquinas de la
familia ELR-CXC, ligandos del receptor CCR2 presente en neutréfilos. La produccion de dichas
citoquinas en conjunto con otros factores capaces de alterar la permeabilidad vascular como TNF-q,
serian responsables de inducir un ingreso rapido y masivo de neutrofilos hacia los espacios
alveolares y parénquima pulmonar. La presencia de neutréfilos en los alvéolos seria responsable de
la eliminacién de las bacterias en un modo independiente de anticuerpos, células T y B, mientras que
la presencia de mas fagocitos en el parénquima podria colaborar en la contencion de la infeccion a
nivel local evitando la diseminacion sistémica. Paralelamente, flagelina estaria promoviendo el
aumento en la expresién de genes antiinflamatorios como IL10, citoquina capaz de limitar el
reclutamiento, evitar la exacerbacion de la inflamacion y promover la reestructura del tejido tras la

eliminacién de las bacterias.

Sin embargo, los datos hasta aqui obtenidos no aportan informacién sobre el tipo celular residente en
el tracto respiratorio responsable del reconocimiento inicial de la flagelina y capaz de desencadenar

los mecanismos microbicidas. Por otra parte, cabe preguntarse si los neutréfilos que ingresan a las
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vias aéreas atraidos por las quimioquinas, pueden ser activados por la presencia de flagelina

remanente en el medio alveolar, potenciando sus mecanismos microbicidas.

Las células epiteliales aparecen como los candidatos mas probables en el reconocimiento primario
de flagelina y el inicio de la respuesta inflamatoria en las vias respiratorias. Diversa evidencia indica
que las células epiteliales son los centinelas mas importantes de las mucosas y constituyen la
primera linea de proteccién frente a los patégenos. En cuanto a su capacidad de responder frente a
la flagelina, tanto las células epiteliales alveolares como bronquiales expresan TLR5 y responden de
diversas maneras frente a la estimulacion in vitro con flagelina [264-267]. Adicionalmente, estudios in
vivo realizados en animales quiméricos que presentaban deficiencia selectiva del receptor TLR5 en
células del sistema inmune o estromales, demostraron que tanto la secrecidn de quimioguinas como
el reclutamiento de neutréfilos tras la instilacién intranasal de flagelina dependen de la capacidad de
las células no hematopoyéticas de reconocerla via TLR5 [263]. Esta evidencia apunta fuertemente a

que el epitelio pulmonar es fundamental en la respuesta temprana ante flagelina.

Por lo tanto, el paso siguiente consistid6 en evaluar el perfil transcripcional en una linea celular
humana derivada de epitelio pulmonar con el fin de determinar el perfil transcripcional
desencadenado tras el reconocimiento de FIliC y comprobar si los efectos desencadenados por

flagelina en el modelo in vivo podian ser recapitulados en este sistema.

Empleando la linea derivada de epitelio pulmonar humano A549 que mantiene las caracteristicas de
los neumocitos tipo Il [138], y tras haber confirmado la expresiéon de mensajeros de TLR5 en las
mismas, se comenz6 por establecer la capacidad de diferentes cantidades de flagelina de inducir
cambios en el perfil transcripcional de estas células. Como se ilustra en la Figura IV.3.12, tras 24
horas de estimulacion, flagelina indujo el aumento de los ARNm Cxcl8 y Cxcll (homélogos de Cxcl1-
Cxcl2 murinos), codificantes para las quimioquinas reclutadoras de neutréfilos. De manera similar a lo
observado in vivo, flagelina indujo el aumento de los mensajeros de Tnfa y de Ccl20 en la linea

epitelial.

Adicionalmente se investigaron cambios en los mensajeros de otros genes relevantes en la defensa
frente a la infeccidn y regulacion de la respuesta inflamatoria en pulmén que pudiesen ser inducidos
por flagelina. Dentro de los genes analizados se encontré un incremento significativo de los
mensajeros de llla, citoquina también implicada en el reclutamiento de neutréfilos hacia las vias
respiratorias [268].

Conjuntamente, también se vio un aumento en los mensajeros de las quimioquinas Ccl2, vinculada al
reclutamiento de linfocitos y monocitos hacia las vias aéreas [269] y Ccl5, reportada como citoquina
capaz de inducir reclutamiento de eosindfilos y mastocitos en pulmones [270,271].

En cambio, no se observaron incrementos en los mensajeros de beta-defensina (Defb), gen
codificante para péptidos antimicrobianos ampliamente producidos en las superficies mucosas frente
a sefiales de peligro [272] o de la sintasa de Oxido nitrico inducible (iNos), que a través de la
produccion de NO- regula el tono de las vias aéreas y de los vasos sanguineos pulmonares, batido

ciliar y produccién de mucus ademas de tener un importante efecto microbicida [273].
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En cuanto a mensajeros de genes implicados en la regulacion de la respuesta inflamatoria, se evalué
el nivel de mensajeros de A20 (también denominado Tnfaip3, del inglés TNF alpha induced protein
3), que codifica para una deubiquitinasa que participa en la regulacion negativa de los TLRs. La
misma inhibe la cascada de sefializacion desencadenada tras la unién del ligando al receptor TLR
impidiendo la activacion de NFxB. A20 es especialmente importante en la regulaciéon de TLRs a nivel
epitelial y se ha demostrado que funciona como un regulador importante de la via de sefializacion de
TLR5 en el epitelio intestinal [274,275]. Los mensajeros para este gen se vieron aumentados de
forma significativa con respecto al control sin estimular (Figura 1V.3.12). Llamativamente, no fue
posible detectar mensajeros de 1110 en las células A549 estimuladas con FIiC o sin estimular. Para
verificar si dichos mensajeros podian inducirse en otra condicién de estimulacién, también se analizé
la variacion de los RNAm de 1110 tras estimulacion con LPS, sin que fuesen detectados, por lo que se
desconoce si esta linea celular es capaz de expresar el gen de [110.

En todos los casos, los niveles de todos los RNAm variaron de forma independiente de la dosis de

flagelina empleada.

Seguidamente, se analizé la variacién temporal de los niveles de mensajeros para los genes antes
mencionados. Se realizd la cuantificacion relativa de los mensajeros seleccionados en células A549

estimuladas durante 0.5, 1, 3, 6, 12 0 24 horas con 0.1 ug de flagelina.
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Figura 1vV.3.12: Evaluacién del perfil transcripcional y dosis-respuesta de la linea epitelial de pulmén A549 estimulada con Flagelina.

Células A549 fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 3x10° células/pocillo). Las células se dejaron adherir por 2 h'y tras
retirarse las células no adherentes por lavado con medio, la fraccién adherente fue estimulada con flagelina de Salmonella Tiphymurium en medio
HAM-F12/DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino durante 24 h. Las células se lisaron en Trizol y se realizé la extraccion del ARN total,
sintesis de ADN copia y evaluacién del perfil transcripcional mediante gPCR con primers especificos para los genes indicados. La cuantificacién
relativa se realizé por el método de ACt empleando como gen de referencia interna Actb o 18s humanos. Los resultados se muestran como
incremento respecto al control sin estimular. Las barras representan la media de los duplicados de cada condicién con los respectivos errores
estandar. Las diferencias significativas respecto al control sin estimular calculadas por el test de Mann-Whitney se indican con un asterisco
(p<0.05). Resultados representativos de dos experimentos individuales.
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Figura 1V.3.13: Evaluacién temporal de los cambios en el perfil transcripcional de la linea epitelial de pulmén
A549 estimulada con Flagelina. Células A549 fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 3x10°
células/pocillo). Las células se dejaron adherir por 2 h. Las células no adherentes se retiraron por lavado y las
adherentes se estimularon con 0.1 mg/ml de flagelina de Salmonella enterica serovarTiphymurium en medio HAM- ;
F12/DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. A los tiempos indicados el medio se retird y las células se
lisaron en Trizol y se extrajo el ARNm total. La evaluacion del perfil transcripcional se realiz6 mediante qPCR con
primers especficos para los genes indicados empleando como molde el ADN copia. La cuantificacion relativa se realizé
por el método de ACt empleando como gen de referencia interna Actb o 18s humanos. Los resultados se muestran
como incremento respecto al control sin estimular (mediatSEM de cada condicion por duplicado).

Como puede observarse en la Figura 1V.3.13, el aumento maximo para todos los genes estudiados
se produjo durante las primeras 3 horas de estimulacion, alcanzandose un minimo a las 6 horas y
aumentando nuevamente de forma moderada a las 12 horas de la estimulaciéon. Nétese que los
ARNmM de iNos y Defb que no habian mostrado cambios significativos a las 24 horas de la

estimulacién mostraron incrementos a tiempos tempranos respecto al control sin estimular.

101



Con el fin de corroborar si la cinética observada en la linea epitelial era comparable a lo observado in
vivo, se trataron ratones con 1 ug de flagelina y se analizé por gPCR la variacion de los mensajeros
de Ccl20 y Cxcll, dos mensajeros normalmente aumentados por el tratamiento con FIiC. Como se
observa en la Figura 1V.3.14, el aumento de los ARNm de Cxcll y Ccl20 in vivo fue similar a la
observada in vitro en células A549, lo que fortalece la idea de que las células epiteliales son uno de
los actores celulares que contribuyen de manera mas importante en el reconocimiento e iniciacion de
la respuesta frente a flagelina en las vias respiratorias.

Ccl20 Cxcll Figura 1V.3.14: Andlisis in vivo de la variacion temporal de los
ARNm de Cxcll y Ccl20 en respuesta al tratamiento local con
flagelina. Ratones BALB/c (n=3-4) de 8-10 semanas de edad fueron
* * X X L '
800 anestesiados con Ketamina/Xilacina y tratados con 1pug de flagelina por
1100 * ruta i.n. A los tiempos indicados, los animlaes fueron sacrificados para
600 realizar el andlisis de la cantidad relativa de ARNm de los genes
seleccionados por qPCR. Los resultados del andlisis por el método del
550 400 ACt se realizaron empleando los mensjeros de Actb como control de
200 referencia endégeno y se expresan como la media del incremento
* relativo a la cantidad de mensajeros del gen de interés en el grupo control
0e T T T T 1 0-¢ T T T T 1 +SEM, los asteriscos indican diferencias significativas al tiempo sefialado
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 respecto al control tratado con solucién salina segin Mann-Whytney de
Tiempo (h) Tiempo (h) una via (p<0.05). Resultados representativos de 2 experiementos.

165017 x 1000

Incremento respecto
al control

En conjunto, los datos hasta aqui presentados demuestran que células derivadas de epitelio
pulmonar humano son altamente respondedoras a flagelina, mostrando un perfil proinflamatorio
transitorio donde se destaca el aumento de mensajeros de genes vinculados al reclutamiento de
neutréfilos. Este hecho recapitula lo observado en pulmones tras el tratamiento in vivo con flagelina
en el modelo de ratén y sugiere indirectamente que las células epiteliales son actores fundamentales
en la proteccion mediada por flagelina frente a neumococo, interviniendo principalmente como

reguladores del trafico leucocitario hacia la zona de infeccion.

Habiéndose confirmado la capacidad de flagelina de activar células epiteliales de pulmén, se
procedio a investigar su capacidad de activar directamente a los neutréfilos. Estudios previos han
demostrado que la generacion de especies reactivas del oxigeno por parte de los fagocitos es
fundamental para la eliminacion de varios microorganismos patdégenos [276-279]. Los neutrofilos
poseen un conjunto de enzimas involucradas en la generacién de las especies toxicas del oxigeno,
proceso conocido como estallido respiratorio. La NADPH oxidasa es el principal complejo
multiproteico de los PMN productor de la especie altamente reactiva, el radical anién superéxido (Oz:-
). A su vez otras enzimas participan en la conversion del Oz-- en otros productos reactivos con gran
poder microbicida. La superéxido dismutasa (SOD) convierte el Oz-- en peroxido de hidrégeno (H202),
el cual a su vez puede ser convertido por la mieloperoxidasa (MPO) a acido hipocloroso y cloraminas
(revisado en [280]). La importancia del estallido respiratorio frente a la defensa contra los
microorganismos ha quedado bien ilustrada por el hecho de que muchas especies patdgenas han
desarrollado mecanismos de interferencia capaces de inhibir la produccion o consumir las especies
toxicas que se originan por la activacion del estallido respiratorio, como parte de los mecanismos de
evasion frente a la defensa del hospedero. Esto se ha observado en varias especies bacterianas

como ser E. coli, S. viridans, S aureus y otros [276-278] incluyendo a S. pneumoniae [279,281,282].
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Neumococo inhibe la produccion de superdxido en neutréfilos tanto espontanea como inducida por
ésteres de forbol, en un mecanismo que depende de la viabilidad de la bacteria y que se ve asociado

a componentes solubles liberados durante la fase de autolisis [281,282].

Para estudiar la capacidad de flagelina de promover el estallido respiratorio en neutrofilos, se aislaron
PMN humanos a partir de sangre periférica de donantes sanos mediante el empleo de un gradiente
de densidad y fueron tefiidos con dihidrorhodamina (DHR), una sonda capaz de emitir fluorescencia
en el canal FITC ante la acumulacion de H202. Los PMN previamente incubados con DHR fueron
estimulados con diferentes concentraciones de flagelina, neumococo o una combinacién de ambos

para determinar la capacidad de los estimulos de inducir el estallido respiratorio en los neutrdfilos.

La Figura 1V.3.15 muestra los resultados del analisis por citometria de flujo tras la exposicion de los
neutrofilos a los diferentes estimulos. A juzgar por el indice medio de fluorescencia (IMF), aunque en
todos los casos los neutrofilos de los diferentes donantes respondieron al estimulo con ésteres de
forbol (PMA) incrementando el IMF en el canal de FITC, ninguna de las concentraciones de flagelina,
las diferentes multiplicidades de infeccion de neumococo, o la combinacién de ambas, fueron
suficientes para producir cambios en el IMF en comparacion a la condicion basal en el control sin
estimular. Se analizé también el porcentaje de células positivas para fluorescencia en el canal de
FITC, sin que se encontraran incrementos significativos en los grupos tratados con FIliC, neumococo
0 ambos con respecto al control sin estimular, pero observandose un 95-99% de células positivas

para el caso de la estimulaciéon con PMA.

Los resultados sugieren que en las condiciones de trabajo empleadas, flagelina no es capaz de
activar directamente el estallido respiratorio en neutrofilos humanos, sola o en conjunto con

neumococCo.
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Figura IV.3.15: Evaluacion de la capacidad de flagelina de promover el estallido respiratorio en neutréfilos humanos. Neutréfilos
humanos fueron obtenidos a partir de sangre periférica de donantes sanos (n=13) mediante purificaciéon con gradiente de densidad
Histopaque® 1077/1119, alcanzandose una pureza >95%, corroborada mediante andlisis del patrén de granularidad y tamafio por
citometria de flujo. Las células fueron tefiidas con dihidrorhodamina (DHR)1 uM/1x10° células/ml durante 15 min en oscuridad.
Posteriormente, los PMN fueron estimulados con diferentes dosis de flagelina, Sp1 o una combinacién de ambos durante 90 min a 37°C. El
control positivo para induccion del estallido respiratorio consistié en neutréfilos estimulados con PMA 10 uM y el control negativo en células
incubadas en presencia de medio. Panel A: A la izquierda se muestra el grafico de tamafio vs granularidad (FSC-SSC) representativo del
resultado de la purificacion de PMN por gradiente de densidad; a la derecha: grafico de puntos fluorescencia en el vanal FITC vs SSC con
gate sobre céluas positivas para el estallido respiratorio (DHR™); panel inferior: superposicion de histogramas para la fraccion DHR* en los
diferentes grupos de tratamiento. Panel B: Gréafico representativo para 4 donantes del porcentaje de células activadas representado como
%PMN DHR*/PMN totales. Barras indican la media +SEM para duplicados o triplicados de cada condicion.
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IV.3.7. Discusion Seccion 1V.3.

Los resultados presentados en este capitulo ilustran parte de los mecanismos celulares y
moleculares que hacen a la proteccion mediada por el tratamiento intranasal de flagelina frente a la

neumonia neumocdcica.

En su conjunto, los datos del andlisis transcripcional en pulmones mostraron que el efecto
terapéutico de la flagelina esta ligado a un perfil inflamatorio, con una importante induccién de los
niveles de mensajeros de las quimioquinas reclutadoras de neutréfilos. Estos resultados se
encuentran en acuerdo con datos previos que mostraron la induccién de un perfil similar en los

pulmones tras la instilacion local de flagelina [231,283,284].

Concordantemente, el analisis del infiltrado celular en las vias aéreas y parénquima pulmonar
mediante citometria de flujo e histologia mostro el reclutamiento masivo y a la vez transitorio (menos
de 48 horas) de PMN. La breve permanencia de los neutréfilos en las vias aéreas resulta muy
importante para preservar la funcion respiratoria, ya que la bateria de mecanismos microbicidas que
poseen son también importantes mediadores del dafio pulmonar en el contexto de la inflamacion
sostenida [285]. La arquitectura de los espacios alveolares y del parénquima pulmonar se recuperé
rapidamente a pesar del gran infiltrado celular, sugiriendo que la amplificacion transitoria y
autolimitada de la respuesta inmune innata en las vias respiratorias puede tener efectos benéficos a
través de la eliminacién acelerada de la bacteria sin que la exacerbacion de la inflamacion resulte

contraproducente para el hospedero.

En este sentido cabe destacar el aumento en los mensajeros de genes implicados en los programas
de retorno a la homeostasis. En el modelo in vivo en ratones, flagelina indujo el aumento de los
mensajeros de 1110. IL10 es un importante modulador de la inflamaciéon en las vias respiratorias
regulando la expresion de Tnfa e ll1b en macréfagos alveolares mediante un mecanismo que impide
la translocacién nuclear de NFxB [286] y la produccién de CXCL2 inducida por administracion de LPS
en pulmones mediante un mecanismo similar [285]. IL10 también regula negativamente los
mensajeros de Cxcll disminuyendo su estabilidad [287]. Por lo tanto, la induccién de 1110 por
flagelina es seguramente clave para la terminacion de la respuesta inflamatoria en pulmones y podria

resultar fundamental para evitar efectos patolégicos del reclutamiento leucocitario.

Adicionalmente, los estudios in vitro revelaron que las células epiteliales derivadas de pulmén A549
responden a flagelina aumentando la cantidad de los mensajeros de A20 (Tnfaip3), otro gen central
en la regulacién de la respuesta inflamatoria, importante regulador negativo de la activacién de los
TLRs. La induccién de A20 frente a la estimulacion con flagelina no es exclusiva de esta linea celular,
ya que también se ha observado en las lineas epiteliales bronquiales humanas BEAS-2B y 16HBE
[284].

Es interesante también considerar que aunque en las condiciones aqui evaluadas flagelina no indujo

cambios en las los niveles de los ARNm de TGF-B, sin embargo, otros estudios del pefrfil
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transcripcional realizados por microarreglos 1 hora después del tratamiento i.n. con FliC, revelaron
cambios a nivel de la via de sefializacion de TGF-B en los pulmones de los ratones tratados [284].
Ademds, dado que TGF-B es producido en forma de un complejo inactivo asociado a un péptido
denominado LAP (del inglés: Latency-associated peptide), que requiere de la oxidacion por parte de
especies reactivas del oxigeno para disociarse (revisado en [36]), flagelina podria estar colaborando
indirectamente en su activacién a través del reclutamiento de PMN capaces de producir dichas

especies reactivas.

Por otra parte, el estudio de las poblaciones celulares en LBA en el tiempo, revelé una disminucion
de los macroéfagos alveolares asociada a la infeccién, que fue significativa a tiempos tempranos en
los animales tratados con flagelina pero no en los que solo se encontraban infectados. La muerte
apoptotica de macrofagos alveolares durante la neumonia neumocécica ha sido descrita
anteriormente como un mecanismo de control de la carga bacteriana a bajas dosis infectivas [29]; en
cambio la muerte apoptética de macréfagos alveolares resulta fundamental en la resoluciéon de la
inflamaciéon ante mayores cargas bacterianas durante la neumonia neumocdcica [67]. Resulta
entonces pertinente preguntarse en primer lugar si en el contexto de la infeccién y tratamiento con
FIiC, la mayor disminucion de los macrofagos se debe a una apoptosis acelerada de estas células y
en dicho caso, cual seria la contribucién del proceso en la regulacion de la inflamacion y vuelta a la
homeostasis. Si bien la respuesta a esta pregunta queddé por fuera del alcance de esta tesis, es

pertinente dentro de las perspectivas futuras del trabajo.

Los resultados obtenidos en ratones SCID y en animales neutropénicos por tratamiento con el
anticuerpo anti-Grl, mostraron que mientras que las células Grl*, muy probablemente en su mayoria
neutrofilos, son cruciales para la proteccion inducida por FliC, las células B, T y los anticuerpos no
son necesarios. El marcador Grl representa las moléculas de superficie Ly6C y Ly6G. Mientras que
Ly6G es un marcador de superficie casi exclusivo de los PMN, Ly6C se encuentra expresado en
niveles importantes en monocitos inflamatorios, por lo que la estrategia de deplecién empleada
podria estar afectando también a estas células mononucleares. Referido a este aspecto, en el trabajo
realizado por nuestros colaboradores en el marco de la tesis doctoral de Laurye Van Maele [284] se
reportd que el tratamiento local con FliC provoca el reclutamiento de monocitos inflamatorios a los
espacios alveolares en ratones. Aunque durante el desarrollo del trabajo de tesis aqui presentado se
estudié la presencia de monocitos/macréfagos infiltrantes en los pulmones, no fue posible detectar
diferencias significativas en la cantidad de dichas células entre los ratones protegidos y no
protegidos. La discrepancia entre los resultados podria deberse a miltiples factores, entre ellos los
diferentes marcadores empleados para definir este tipo celular (Ly6G, CD11lc, F4/80 vs CD11b,
Ly6C, Ly6G), el tiempo al que se realiz6 el analisis (24 vs 16 h post-tratamiento), el haber realizado el
andlisis en suspensiones celulares de pulmén vs lavado broncoalveolar, la instilacion de FIiC en
presencia de la bacteria vs la instilacion de flagelina sola, ademas de diferencias en las cepas de
ratones empleadas (BALB/c vs C57/BL6). Para descartar el rol de los monocitos en la proteccién y
corroborar la importancia de los PMN, se realizaron estudios de deplecién preliminares empleando el

anticuerpo monoclonal NIMP-14 que reconoce exclusivamente Ly6G. Los resultados obtenidos
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empleando NIMP-14 validaron lo antes observado con anti-Grl, confirmando el rol crucial de los PMN
en la proteccién mediada por FliC (datos aportados como comunicacion personal por parte del Dr.
Sirard).

El sistema inmune innato ha evolucionado de forma tal de asegurar el reconocimiento de los
componentes bacterianos y con este fin, un mismo motivo bacteriano puede ser detectado en modo
redundante por medio de varios receptores. Tal es el caso de flagelina, la cual puede ser reconocida
por TLR5 en el espacio extracelular y por NLRC4-NAIP5 en el citosol celular [288]. Durante la
infeccion natural por parte de bacterias flageladas, flagelina solo es capaz de activar las vias
dependientes de NLRC4-NAIP5 si existe entrega de la proteina a nivel del citosol que ocurre, o bien
gracias a la inyeccion “accidental” de flagelina por parte de los sistemas de secrecion bacterianos
(caso de S. Typhimurium, L.pneumophila, etc.) o bien debido al escape de la bacteria de las vacuolas
fagociticas hacia el citosol (observado para L. monocytogenes y S. flexneri) [288,289]. En este
trabajo, se empled la administracion de monémeros de flagelina purificada al medio extracelular, por
lo que cabe suponer que TLR5 seria el principal receptor involucrado en su reconocimiento y
responsable de desencadenar los mecanismos inmunes. Sin embargo, debe recordarse que al ser
administrada conjuntamente con neumococo, flagelina podria ganar acceso al citosol celular, por
ejemplo a través de los poros en las membranas eucariotas generados por la citolisina neumolisina
liberada por S. pneumoniae durante la autolisis bacteriana.

Dado que flagelina presenta regiones bien definidas que son necesarias para la sefalizacion via
TLR5 [96,290] o NLRC4-NAIP5 [98,100] fue posible evaluar la contribucion de dichos receptores
empleando flagelinas mutantes modificadas de modo de prevenir la sefializacién por uno u otro
receptor. La ausencia de proteccién en animales tratados con el mutante deficiente en la sefializacion
via TLR5 en contraste a la alta proteccion conferida por la flagelina incapaz de sefializar por NLRC4-
NAIP5, sugiere que TLR5 es el Unico receptor de los hasta ahora descritos para flagelina necesario
para promover la proteccién observada frente a la neumonia neumocdécica. Sin embargo, nueva
evidencia ha hecho que el significado de estos resultados sea cuestionable. La flagelina mutante
FIICANLRC4, fue disefiada en base a la evidencia presentada en los estudios de Lightfield y
colaboradores quienes demostraron que cuando flagelina se encuentra intacta y en su estado
monomeérico, puede ser reconocida por NLRC4 en ausencia del otro componente del inflamasoma
descrito en el reconocimiento de FliC, NAIP5. En esta situacion, los residuos de leucina de la region
C-terminal de la proteina son esenciales para la activacion de NLRC4 [98,99]. Basados en esa
evidencia se generd el mutante descrito en este trabajo. Sin embargo, evidencia reciente publicada
por Halff y colaboradores contradice lo anterior y establece que aunque los residuos de leucina son
importantes para la completa activaciéon del inflamasoma, una porcién de la regién amino terminal
(los 52 aminoacidos terminales) también estan implicados. Asimismo, proponen un modelo para la
formacion de un complejo multiproteico entre NAIP5 y NLRC4 desencadenado por el reconocimiento
de flagelina [100]. Por lo tanto, pruebas definitivas del rol de los componentes del inflamasoma y las

vias de sefializacién desencadenadas por el reconocimiento de flagelina deberan aguardar al
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establecimiento de colaboraciones que permitan realizar los estudios en ratones deficientes en cada

uno de esos receptores.

El epitelio de las vias aéreas es un importante componente del sistema inmune que, ademas de
actuar como barrera mecdnica, reconoce activamente la presencia de agentes patdgenos a través de
la expresion de una amplia gama de receptores innatos. El epitelio combate activamente a los
microorganismos a través de la produccién de péptidos antimicrobianos como, defensinas, lisozima,
mucinas, entre otras y orquesta el reclutamiento leucocitario a través de la secrecion de citoquinas y
quimioquinas (revisado en [239] y [291]). Los resultados aqui presentados apoyan la participacion del
epitelio pulmonar en los efectos desencadenados por la administracién intranasal de flagelina. Se
demostré que flagelina induce un perfil inflamatorio transitorio caracterizado por incrementos en
mensajeros codificantes para citoquinas proinflamatorias y quimioquinas involucradas en el
reclutamiento de neutrofilos. El perfil transcripcional observado en la linea celular A549 estimulada
con flagelina resulté similar a lo observado in vivo. Adicionalmente, la cinética de produccién de los
mensajeros de Ccl20 y Cxcll observada in vitro fue comparable con la cinética de produccién de los
mismos mensajeros en los pulmones de ratones estimulados por ruta i.n. con FliC purificada,
resultados que también estan en acuerdo con lo observado por nuestros colaboradores del Institut
Pasteur de Lille [284]. En su conjunto los resultados obtenidos en este trabajo y en otras
investigaciones sugieren un rol central del epitelio pulmonar en el inicio de la respuesta inflamatoria
desencadenada por FIiC y por tanto un rol fundamental en la protecciéon mediada por flagelina frente

a la neumonia neumocdcica.

La participacion del epitelio pulmonar en el reconocimiento de flagelina ha sido bien establecida y no
hay dudas de su importante rol en la articulacién de la respuesta inmune tras la activacion de la via
de sefializacion de TLR5 [264-267]. Sin embargo, los macréfagos alveolares también son capaces de
reconocer flagelina mediante TLR5 y responder mediante la secrecion de citoquinas como TNF-q,
CXCL1, CXCL2. Cabe destacar que los trabajos de Didierlaurent et al. y Hawn et al. han sugerido
gue los macrofagos alveolares también pueden controlar el reclutamiento de neutréfilos hacia los
espacios alveolares [261,292]. Por lo tanto, el rol de estas células en la proteccién inducida por

flagelina contra neumococo no puede desestimarse hasta ser investigada en profundidad.

En cuanto a la capacidad de flagelina de activar directamente los neutréfilos los datos son
controvertidos. La expresion de TLR5 en neutréfilos ha sido demostrada a nivel de ARNm en
neutrofilos humanos [82] y a nivel de ARNm y proteina en neutrofilos murinos periféricos y derivados
de médula 6sea [82,293]. Mientras que Shibata et al. no observaron produccién de IL6 o CCL2 tras
exposiciéon de PMN murinos a flagelina, Hayashi et al. reportaron la activacion de PMN humanos
medida como pérdida de L-selectina, cambio de morfologia, aumento de la capacidad fagocitica,
aumento en los mensajeros de varias quimioquinas y activacion del estallido respiratorio.

Durante este trabajo no fue posible demostrar la activacion directa de neutréfilos purificados por parte
de flagelina empleando como marcador de activacién el estallido respiratorio a través de la deteccion

de la acumulacion de H20:. Las discrepancias observadas en cuanto a la capacidad de los PMN
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humanos de responder a la estimulacién con flagelina a través del estallido respiratorio pueden
radicar en que en los ensayos de Hayashi et al. se evalud la capacidad de flagelina de preactivar las
células de modo de aumentar su capacidad de producir O2:- en respuesta a la estimulacion con
péptidos formilados. Cuando los PMN fueron estimulados directamente con flagelina en los ensayos
de Hayashi et al., tampoco se observd incremento en la produccion de O2--. Para resolver la
aparente discrepancia, seria apropiado repetir los ensayos en condiciones similares a las empleadas
en el trabajo citado. Ademas seria conveniente considerar el empleo de un inhibidor de la MPO para

asegurar la acumulacion de H20:z y por lo tanto su deteccion.

A partir de los resultados obtenidos, se propone el modelo presentado en la Figura 1V.3.16 que ilustra

el modo de accién de flagelina en el contexto de la proteccidn frente a la neumonia neumocdcica.
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Figura 1V.3.16: Mecanismo de accién propuesto para la proteccion mediada por flagelina frente a la neumonia
neumococica.® La flagelina es reconocida por los receptores TLR5 por el borde apical de los neumocitos tipo Il
desencadenando la sefializacion intracelular y activacion del programa de transcripcion proinflamatorio. ® Se produce la
secrecion de citoquinas proinflamatorias como TNFa, IL6 y quimioquinas principalmente CXCL1/CXCL2. El epitelio también
podria colaborar directamente en la eliminacién de las bacterias mediante la produccion de péptidos antimicrobianos como
defensinas. © Las citoquinas promueven el reclutamiento de PMN y su transmigracién a través del epitelio hasta alcanzar la luz
del alvéolo. @ Los neutrdfilos activados por las quimioquinas eliminan al neumococo presente en el alvéolo y los neutréfilos del
parénquima pulmonar impiden la diseminacion sistémica. ©® Flagelina activa mecanismos reguladores como la produccién de
IL10 y de A20 que limitan el reclutamiento y regulan negativamente la activacion celular promoviendo el retorno a la
homeostasis. Notese que la funcion de los macréfagos alveolares se indica con signos de interrogacion ya que resta ain
establecer su rol en el mecanismo propuesto.



IV.4. Rutas alternativas de administracion
mucosa para el tratamiento de la
neumonia nheumococica: Inmunoterapia
Sublingual.

Puesto que S. pneumoniae es un patégeno que emplea como puerta de entrada la mucosa ya sea
durante la colonizacion o invasion, la potenciacién de la inmunidad local mediante la aplicacion
directa de inmunoestimulantes en la mucosa respiratoria resulté en primera instancia la alternativa
obvia de tratamiento. La ruta intranasal se ha utilizado con éxito para la administracion de
inmunoestimulantes en el tratamiento o prevencion de las infecciones respiratorias de diferente
etiologia [104,106,129,149,209,210,212]. Esta ruta es atractiva por la sencillez de aplicacion y las
bajas dosis de antigenos requeridas para generar una potente respuesta local y también sistémica.
Sin embargo, en afios recientes se han descrito casos de toxicidad en el sistema nervioso central y
paralisis facial asociadas a la absorcion de compuestos inmunoestimulantes a través de los nervios
olfatorios, lo que gener6 alerta sobre el potencial peligro del empleo de la via intranasal para la

entrega de agentes proinflamatorios o toxinas incluso atenuadas [116,294].

Otras rutas mucosas como la oral y sublingual se han empleado durante varias décadas para la
administracion de agentes terapéuticos y/o profilacticos en el tratamiento de afecciones respiratorias,
entre ellas las infecciones bacterianas recurrentes. Varios estudios clinicos y preclinicos sefialan que
la administracion repetida de lisados bacterianos por ruta oral o sublingual, puede conferir proteccion
frente a las infecciones bacterianas recurrentes frecuentes en nifios y adultos mayores, o pacientes

con condiciones predisponentes como enfermedad pulmonar crénica obstructiva [117-119,295-297].

Los mecanismos de accién asociados a la proteccion inducida por aplicacion repetida de los lisados
no se han caracterizado aln con precision. La proteccién parece ser el resultado de, por una parte la
induccion de una respuesta inespecifica que potencia la inmunidad innata en el tracto respiratorio, y
por otra parte la induccién de respuesta humoral que se genera tras la administracion repetida del
lisado. Se ha observado que estos lisados promueven el aumento de moléculas de adhesion en
monocitos y neutrdéfilos facilitando la transmigracion endotelial hacia el espacio alveolar, potencian la
capacidad fagocitica de macréfagos alveolares y neutréfilos y aumentan el estallido respiratorio,
contribuyendo a la eliminacion del patégeno [295-298]. La estimulacion combinada de los
mecanismos innatos y adaptativos explicaria la proteccion frente a una gran diversidad de
patégenos, incluso no incluidos en la preparacién y la inmunidad a largo plazo conferida por estos

tratamientos.

En comparacién con la ruta oral, la ruta sublingual presenta la ventaja de permitir el rapido pasaje del

compuesto administrado al torrente sanguineo, evitando procesamiento a nivel gastrico e intestinal y
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minimizando su degradacién [112]. Ademas, las células residentes y reclutadas hacia las mantas
sublinguales son capaces de capturar del antigeno generando respuestas en el sitio de aplicacion
[299], regiones de mucosa distantes, en particular el tracto respiratorio [115,127,150,300] y genital
[301] y sistémicas [302].

Sin embargo, no todos los antigenos purificados son capaces de generar respuestas estimulantes en
el tracto respiratorio cuando son administrados por ruta sublingual. De hecho, hay vasta evidencia de
que la administracion sublingual puede generar respuestas tolerogénicas, caracteristica que ha
hecho que la ruta sublingual se emplee con éxito en el tratamiento de patologias respiratorias de

base alérgica (revisado en [120]).

Segun se vio en los capitulos anteriores flagelina es un potente estimulante de la inmunidad innata
en las mucosas, capaz de inducir proteccion frente a la neumonia neumococica cuando se administra
por via intranasal. En funcion de ello, y lo discutido previamente sobre rutas alternativas de mucosas,
en el presente capitulo se estudié la capacidad inmunoestimulante de flagelina administrada por via
sublingual, y en particular su capacidad de conferir proteccibn en un esquema de una Unica

aplicacién en el transcurso de la infeccion pulmonar con S. pneumoniae.

A continuacion se presentan los puntos mas relevantes de la puesta a punto del modelo de
inmunoterapia sublingual con flagelina para el tratamiento de la neumonia invasiva en ratones y los
resultados de la caracterizacion de la proteccion a nivel de sobrevida, perfil transcripcional en
pulmones inducido tras el tratamiento, analisis de los tipos celulares involucrados en la proteccion y

por ultimo, rol de la sefializacion por los receptores TLR5 y NLRC4.
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IV.4.1. Puesta a punto del modelo de administracion sublingual de

flagelina.

Puesta a punto de la administracién sublingual de compuestos en ratones.

Dado que no se disponia de un modelo animal de inmunoterapia sublingual, el primer paso de esta
etapa consistio en poner a punto las condiciones de administracion de compuestos por esta ruta,
asegurando la entrega de los mismos en la regiéon anatémica correspondiente al piso de boca y
regiéon ventral de la lengua de los ratones. Un aspecto crucial para poder evaluar los efectos de la
administracién sublingual consistié en asegurar que los compuestos administrados no alcanzaran
accidentalmente las vias respiratorias (Figura 1V.4.1 paneles A y B). Para esto se inocularon
diferentes volumenes de una soluciébn de azul de metileno (5-50 pl) en animales levemente
anestesiados con Ketamina/Xilacina. El empleo de anestesia asegura la permanencia de la solucion
en la region sublingual, facilita la inoculacién y reduce el estrés de los animales debido a la sujecion

en apertura de la mandibula mediante el empleo de pinzas.

Tras la administracién de los diferentes volimenes de solucién, los animales se dejaron descansar
en posicion decubito ventral con la cabeza en anteflexion y fueron sacrificados para realizar la
inspeccidn visual del eséfago, estbmago, traquea y pulmones para comprobar la presencia de azul
de metileno. Se determind que 10 ul es el maximo volumen que puede ser administrado por ruta
sublingual en ratones BALB/c de 8-12 semanas de edad, ya que aunque no se observé coloracion en
las vias respiratorias, el uso de volimenes mayores provocé coloracion en el eséfago y estémago.
Adicionalmente, se comprobd que es posible administrar en el mismo animal dos dosis de 7 pl cada

una espaciadas por un intervalo de 10 minutos sin que se detecte coloracion a nivel gastrico.

La Figura IV.4.1 ilustra la técnica de sujecién e inoculacién de los ratones.

Figura 1V.4.1: Inoculacion sublingual de
compuestos.® Sujecion: el animal anestesiado
se sujeta con los dedos pulgar e indice por
detrds de la cabeza, dejando libres los dedos
mayor y anular para la sujecion de la pinza. El
dedo mefiique se emplea para asegurar la cola.
®Con la mano libre se toma la pinza y se sujeta
suavemente la lengua para traccionarla
levemente hacia afuera de la boca. ®Se coloca
la pinza cerrada debajo de la lengua y se
comienza a abrir lentamente con ayuda de la
mano libre. @Una vez determinada la apertura
méxima que se dara a la pinza, se emplean los
dedos anular y mayor de la mano que sujeta al
animal para mantenerla en dicha posicion. ©
Habiendo cargado previamente la pipeta se
inocula la mitad del volumen en el piso de la

boca. ® El volumen restante se distribuye en la cara ventral de la lengua. Se retira la
pinza y se deja descansar al animal en posicién ventral con la cabeza en anteflexion.

A: Pulmén de un animal inoculado por ruta sublingual con 10 pl de solucién de azul de
metileno. B: Pulmén de un animal inoculado con 50 pl de la solucién por ruta intranasal.
Las puntas de flecha sefialan la acumulacion del colorante.




Impacto de la inmunoterapia sublingual con flagelina frente a la neumonia

neumococica.

Ratones BALB/c anestesiados recibieron 5, 10 o 50 pg de flagelina por ruta sublingual; la instilacion
de FIiC se realiz6 2 horas previas al desafio intranasal con la MDL de neumococo serotipo 1 para
evitar interferencia entre los in6culos. Como control positivo de proteccién, un grupo de animales fue

tratado con 1 ug de flagelina intranasal al momento del desafio con la misma dosis de bacterias.

La administracion sublingual de flagelina confirio6 proteccion a la mitad de los animales
independientemente de la dosis de FliC empleada (porcentajes de sobrevida en 2 o 4 experimentos
segun se indica en la figura: 47.5+£3.5% para FIiC 5 ng; 47.5£9.6% para FIiC 10ug; 45+7.1% para
FIliC 50 ng) (Figura 1V.4.2). Cabe destacar que los animales protegidos no presentaron bacterias en
sangre en ningin momento durante el curso de la infeccién, mientras que los que murieron a causa
de la infeccion presentaron bacterias en sangre a partir de las 48 horas post-desafio

independientemente de haber recibido el tratamiento sublingual.

Figura IV.4.2: Inmunoterapia sublingual con flagelina
1001 para el tratamiento de la neumonia neumocécica.
T Ratones BALB/c (n= 5-8), hembras de 8-10 semanas de
80- edad fueron anestesiadas con Ketamina/Xilacina y tratadas
con la dosis indicada de flagelina en un volumen de 7 pl por
ruta sublingual (s.l., barras negras). Dos horas después, los
animlaes fueron anestesiados nuevamente para recibir un

desafio intransal con 4x10° UFC/50 ul de S. penumoniae
40~ serotipo 1. La sobrevida se registré durante un maximo de
12 dias. Como control de proteccion un grupo de animales
20 5% fue tratado con 1 ng de FliC administrada por ruta intranasal
junto con las bacterias (i.n., barra blanca). Como control
0 . . . . . negativo un grupo fue tratado con solucién salina s.I. previo

al desafio con neumococo. Las barras representan la media

60

experimentos
.|
.I

%sobrevida en diferentes

. +SEM del porcentaje de sobrevida para cada tratamiento, en
FIC 5ug 10pg 50pg 1pg Opg 4 experimentos diferentes (para la dosis de 10 pg s.l., 1 pg
i.n. y el grupo control) o 2 experimentos diferentes para las
sl i.n. dosis de 5y 50 pg s.l.. El simbolo £ indica muerte del 100%

de los animales.

En los capitulos previos se mostré que para la administracion intranasal, la flagelina también podia
ser protectora cuando se administraba varias horas previas al desafio. Incluso, la preadministracién
fue mas efectiva que la coadministracién en los casos en que FIiC no conferia altas tasas de
proteccion como sucedié en otras cepas de ratones diferentes a BALB/c. Por esto se razoné que
quizas para la administracidon sublingual también fuera mas favorable realizar el tratamiento varias
horas antes del desafio. Para corroborarlo, se administré flagelina por ruta sublingual 12 horas antes
del desafio. Sin embargo, la administracidon previa no tuvo efecto protector frente a la neumonia

invasiva (Figura 1V.4.3).
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O **% Figura IV.4.3: Influencia del tiempo de adminsitracion del
tratamiento s.I. con flagleina en la proteccion contra la
neumonia neumocoécica. Hembras de 10-12 semanas de

754 edad fueron tratadas con 10 pg de FIiC por ruta s.l. 2 o 12
horas antes del desafio (n=8) con la MDL de serotipo 1por
ruta i.n.. Como control de proteccién se incluyé un grupo
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-2 h FliC 10 pg s.l. * tratado con FIliC i.n. al momento del desafio (n=4) y como

control negativo un grupo tratado con solucién salina sublingual

-O- FliC1ugin. (n=4). La sobrevida fue evaluada diariamente durante 6 dias.

25- & Salina Las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para cada grupo

tratado respecto al control fueron comparadas mediante el test
de Log-rank (Mantel-Cox). Los asteriscos indican diferencias
04 T significativas para p<0.05 (*)y p<0.01 (x+). Resultados

0 2 4 6 representativos de dos experimentos independientes.
Dias post-desafio

IV.4.2. Efectos en los pulmones de la terapia sublingual con

flagelina.

Perfil transcripcional en pulmones tras la administracion de flagelina

sublingual.

Con el fin de determinar si la administracién sublingual de flagelina tiene efectos directos sobre el
pulmén, se estudiaron los cambios temporales (2, 4, 8 y 24 horas post-tratamiento), en el pefrfil
transcripcional de los pulmones en animales tratados con 10 ug de flagelina sublingual.
Paralelamente se realiz6 el mismo analisis en animales tratados por ruta intranasal con 1 ug de

flagelina.

Como se muestra en la Figura 1V.4.4, la administracion sublingual de flagelina indujo el aumento de
varios mensajeros en los pulmones, entre los que se destacan las quimioquinas Cxcll y Ccl20, con
el aumento maximo a las 8 horas post-tratamiento y las citoquina Il6e 1121. La citoquina
proinflamatoria 116 presentd niveles significativamente mayores a los del grupo control a las 4 y 8
horas del tratamiento, mientras que los ARNm de 1121 se encontraron significativamente aumentados
solamente a las 8 horas post-tratamiento. IL21, es una citoquina vinculada a la amplificacién del
fenotipo Th1l7 y favorece la induccion de la expresién del receptor de IL23 lo que facilita el
mantenimiento y estabilizacion de dicho fenotipo [163]. Sin embargo, los mensajeros para l117a no

fueron detectados en ausencia de infeccién.

De la comparacion con el perfil inducido por el tratamiento intranasal, se observa que la magnitud de
la estimulacién por la ruta sublingual es menor para todos los mensajeros. Ademas, la administracion
intranasal, pero no la sublingual, provocé el aumento de los mensajeros de los antimicrobianos
tipicamente producidos por el epitelio S100a9 y lipocalina 2 (Lcn2) a tiempos tempranos, mientras
gue ninguna de las vias indujo aumentos en los mensajeros de Ifng y el péptido con funciones

antimicrobianas hepcidina (Hamp).
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Seguidamente se estudié el perfil transcripcional una vez instalada la infeccién en animales que

habian sido previamente tratados con FIliC s.I. y se compar6 con aquéllos que solo fueron desafiados

0 que Unicamente recibieron el tratamiento (Figura IV.4.5). El perfil transcripcional a las 24 horas

post-infeccién, reveld que la terapia sublingual con flagelina favorece el aumento de los mensajeros

de Cxcll e 16 durante la infeccion, tanto en comparacion a los animales infectados, como a los que

solo recibieron FliC en ausencia de las bacterias.
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Figura IV.4.4: Comparacion del perfil transcripcional en pulmones tras tratamiento sublingual e intranasal con flagelina: estudios de los cambios temporales.
Ratones BALB/c (n =4) de 8-10 semanas de edad fueron tratados con 1 o 10 pg de flagelina por ruta intranasal o sublingual respectivamente. A los tiempos indicados se
recuperaron los pulmones y se extrajo el ARN total. La evaluacién del perfil transcripcional se realizé mediante qPCR con primers especficos para los genes indicados empleando
como molde el ADN copia. La cuantificacién relativa se realizé por el método de ACt empleando como gen de referencia interna Actb. Los resultados se muestran como
incremento respecto al control tratado con salina. Se muestra la mediatSEM para cada grupo de tratamiento. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05) a cada

tiempo post-estimulacién comparado mediante test de Mann-Whitney de una via respecto al control respectivo.
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Figura 1V.4.5: Perfil transcripcional en pulmones durante la infeccién aguda con neumococo tras el tratamiento sublingual con flagelina. Ratones
BALB/c (n =7 grupos tratados con FIiC y 4 grupos control) de 8-10 semanas de edad fueron tratados con 10 ng de flagelina por ruta sublingual; algunos
grupos fueron infectados 2 horas después con la MDL de serotipo 1 segun se indica en la figura. A las 24 horas de la infeccion se recuperaron los pulmones y
se extrajo el ARN total. La evaluacion del perfil transcripcional se realizé mediante gPCR con primers especificos para los genes indicados empleando como
molde el ADN copia. La cuantificacion relativa se realizé por el método de ACt empleando como gen de referencia interna Actb. Los resultados se muestran
como incremento respecto al control tratado con salina. Se muestra la media+SEM para cada grupo de tratamiento. Los asteriscos indican diferencias
significativas (p<0.05) entre el grupo tratado con FIiC e infectado y el grupo que se desafi6 sin recibir tratamiento, comparados mediante test de Mann-Whitney
de una via respecto al control respectivo

Reclutamiento de neutrdfilos hacia las vias respiratorias y su rol en la

protecciéon promovida por la inmunoterapia sublingual con flagelina.

Habiéndose observado el infiltrado masivo de PMN hacia el parénquima pulmonar y los espacios
aéreos tras el tratamiento intranasal con flagelina, se procedié a analizar si el tratamiento sublingual
también era capaz de provocar el reclutamiento de éstos. Para ello, grupos de animales fueron
tratados con flagelina o solucion salina por ruta sublingual y 2 horas después fueron desafiados con
la MDL de serotipo 1 por ruta intranasal. Tras 24 horas se analiz6 el porcentaje de PMN en

parénquima pulmonar y contenido de los espacios alveolares.

Los resultados presentados en la Figura 1V.4.6, muestran que el tratamiento sublingual con flagelina
por si sélo no induce el reclutamiento de PMN hacia los espacios alveolares. Sin embargo, cuando
los animales tratados con la inmunoterapia sublingual eran luego desafiados con neumococo, se
observé un aumento significativo en el reclutamiento de PMN en comparacién al grupo que recibio
solo el desafio. Por otra parte, el porcentaje de PMN reclutados hacia las vias aéreas en los animales
previamente tratados con FIiC, fue significativamente mayor en comparacion al grupo infectado
Unicamente en las vias aéreas pero no en el parénquima pulmonar. Si bien la magnitud del
reclutamiento en los alvéolos de los animales tratados y desafiados fue similar a la observada
durante el tratamiento intranasal, la ausencia de fagocitos en el parénquima pulmonar podria explicar
en parte la menor proteccion observada para la inmunoterapia sublingual en comparacién con la

intranasal.
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Figura IV.4.6: Efecto de la inmunoterapia sublingual con flagelina sobre el reclutamiento de neutréfilos hacia los pulmones y las
vias aéreas. Ratones BALB/c, hembras de 8-10 semanas de edad fueron tratadas con 10 ug de flagelina o salina por ruta sublingual. Dos horas
después un los animales fueron desafiados con la MDL de neumococo serotipo 1 por ruta i.n.. A las 24 horas se recuperaron los pulmones y
contenido alveolar para analisis por citometria de flujo. La cantidad de neutrofilos se determin6o como el porcentaje de células LyGGa"O,

CD11b¥°, CD11c¢™ con respecto al total de células de pulmones o lavado broncoalveolar. Las barras representan la media +SEM para n=4. Los
asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05) para los grupos sefialados segun test de Mann-Whitney de una via.

Nuevamente se empleo la estrategia de deplecién de células Gr-1* previo al tratamiento con FIiC s.I.
para corroborar el rol de estas células en la proteccion. De modo similar a lo observado para el caso
del tratamiento intranasal, la deplecién de células Gr-1* revocd la proteccion inducida por el
tratamiento s.l. con flagelina frente a la neumonia neumocécica, indicando que estas células también

son cruciales para el éxito de la terapia sublingual (Figura IV.4.7).

O

100+ | I O] *% Figura IV.4.7: Deplecién de células Gr-1+ en el modelo
de terapia sublingual con flagelina en neumonia
invasiva. Los animales (n=6) fueron tratados con 100 ng
de anti Gr-1 (diamantes)o anticuerpo  control
(isotipo)(circulos) por ruta i.p. alcanzandose la deplecion
del 99% PMN en sangre chequeada por citometria de flujo

alas 24 horas.
Los animales fueron tratados con 10 pug de FIliC s.l.
(simbolos celestes) o intranasal (simbolos blancos) y dos
horas més tarde fueron desafiados por via in. con una
: dosis letal de S. penumoniae serotipo 1 en solucion salina.
T y La sobrevida de los animales fue controlada diariamente.
0 2 4 6 Los asteriscos representan diferencias significativas entre
Dias post-desafio las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier segin test de
Log-rank entre los grupos tratados con FliC y con anti
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IV.4.3. Relevancia de los receptores TLR5 y NLRC4 durante la

inmunoterapia sublingual con flagelina.

La expresion de receptores innatos en la mucosa sublingual se ha comenzado a caracterizar en afios
recientes. En cuanto a la expresion de los receptores innatos que reconocen flagelina, se ha
reportado la expresion de TLR5 en células epiteliales de la mucosa bucal [303] y células del sistema
inmune que residen en la mucosa sublingual como células dendriticas, células T CD4" [304] y
macrofagos [305]. Por otra parte, la expresion del receptor intracelular de flagelina NLRC4 también
se ha descrito en la mucosa oral. La expresiéon de NLRC4 en células estromales pero no en las
hematopoyéticas, es critica para la induccion de las respuestas innatas en la cavidad oral [306]. Por
lo tanto, aunque la aplicacion tépica de flagelina en la mucosa sublingual deberia favorecer
fundamentalmente el reconocimiento extracelular de la proteina por parte de TLR5, se investigd
nuevamente la contribucién de ambos receptores en la proteccion inducida por flagelina frente a la
neumonia, empleando para ello las flagelinas mutantes deficientes en la sefializaciéon via TLR5 o
NLRCA4.

Figura 1V.4.8: Importancia de la sefializacion via TLR5 o NLRC4 en
1004 | la proteccién mediada por tratamiento sublinagual con flagelina

| frente a la neumonia neumocdécica. Ratones BALB/c, hembras de 8
semanas de edad fueron anestesiadas y tratadas por ruta s.l. con 10
ug de flagelina o mutantes incapces de sefializar por TLR5 o NLRC4, o
_ solucion salina como control. A las 2 horas los animales fueron
Salina+Spl *k # desafiados por ruta i.n. con la MDL de serotipo 1. La sobrevida se
FliC+Sp1 sk # monitoreé diaramente durante 8 dias. Se muestra el porcentaje de
FIICATLRS+Sp1 sobrevida para n=10 por grupo de tratamiento con FliC o mutantes y
FIICANLRCA+SpL n=9 para el grupo control. Las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier
para cada grupo tratado fueron comparadas respecto al grupo control
mediante test de Log-rank (Mantel-Cox). Los asteriscos (=) indican

diferencias significativas respecto del grupo control ( p<0.01) y el
0+ T T 1 simbolo numeral (#) diferencias significativas respecto al grupo tratado
0 2 4 6 8 con el mutante para TRL5 (p<0.05). Resultados representativos de 1
Dias post-desafio experimento.
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$om
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Los animales fueron tratados con 10 ug de FIiC-ATLR5, FliC-ANLRC4 o una flagelina recombinante
producida en iguales condiciones pero portadora de regiones de sefializacion completamente
funcionales para ambos receptores. Dos horas después los ratones fueron desafiados con la MDL de
neumococo serotipo 1 y se controld la sobrevida de forma periddica durante 7 dias. De modo similar
a lo observado en el tratamiento intranasal, la carencia de un dominio funcional para la sefializacién
por TLR5 abolio el efecto protector frente a la neumonia neumocacica. Igualmente, la incapacidad del
otro mutante de activar la via de sefializacion por NLRC4 no afecté la proteccién en la terapia
sublingual (Figura 1V.4.8). Estos resultados sugieren que al igual que durante la terapia intranasal la
sefializacion via TLR5 pero no la sefializacion via NLRC4, es necesaria para el efecto protector.
Nuevamente, en vista a la actual evidencia que involucra la activacion del inflamasoma de NLRC4-
NAIP5 a pesar del empleo de flagelinas mutadas en los residuos carboxilo terminales, cabe

cuestionar la validez de estos resultados.
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IV.4.4. Discusion Seccion 1V .4.

En este capitulo se presenté evidencia Unica en cuanto a la capacidad de un producto bacteriano
definido, la flagelina de S. Typhimurium, de conferir proteccién frente a la neumonia neumocécica
invasiva tras una Unica aplicacion por ruta sublingual. El empleo de un producto purificado permitio
caracterizar varios de los efectos de la inmunoterapia sublingual sobre la mucosa respiratoria y parte

de los mecanismos inmunes relevantes para la proteccion contra la neumonia neumocécica.

La capacidad de flagelina de conferir proteccion por via sublingual se mostré fuertemente
dependiente del momento de aplicacién del tratamiento respecto a la infeccion. A diferencia de lo
observado para el caso de la terapia intranasal, la administracién sublingual 12 horas previas al
desafio no confirid proteccién. En cambio, la administracion 2 horas antes del desafio letal con
neumococo promovié la sobrevida en el 50% de los animales que recibieron el tratamiento, lo que
sugiere un mecanismo de proteccidn basado en la activacién transitoria del sistema inmune innato.
El analisis del perfil transcripcional en pulmones en particular para los mensajeros de Cxcll, Ccl20 e
116, refuerza esta vision. Tanto la terapia i.n. como la s.l. provocaron el aumento transitorio de estos
mensajeros, pero mientras que la primera induce niveles aumentados por un periodo de hasta 24
horas, en el caso de la terapia sublingual el aumento de los niveles de estos mensajeros en

comparacion a un raton normal, solo se observé en un punto temporal.

El perfil transcripcional una vez mas sugiere la importancia de ciertas quimioquinas y la interleuquina
6 en la proteccién, posiblemente vinculadas al reclutamiento y activacién de los neutrofilos. De
hecho, el analisis del contenido alveolar realizado por citometria y los experimentos de deplecion
empleando anti-Grl indican que al igual que en tratamiento intranasal, los PMN son necesarios para
la proteccién. Cabe destacar que el mayor reclutamiento de PMN solo se observé en animales
tratados que luego fueron desafiados pero no en aquellos que solo recibieron el tratamiento
sublingual con flagelina. Esto podria estar indicando que la administracién sublingual de algin modo
genera una preactivacion facilitando el posterior reclutamiento de fagocitos hacia las vias

respiratorias tras el estimulo infeccioso.

De manera similar que para el caso de la terapia intranasal, la sefializacién via TLR5 fue fundamental
para la proteccion, mientras que la via activada por el reconocimiento de flagelina a través de NLRC4

no fue necesaria para el efecto terapéutico.

Aunque a grandes rasgos los efectos de la administracion de flagelina sublingual e intranasal son
similares, cabe preguntarse si los modos de accién pueden ser iguales a pesar de tratarse en un

caso de la administracion local y directa en el sitio de infeccion y en el otro en una mucosa distante.

En la mucosa oral, el epitelio constituye la barrera de permeabilidad mas importante y determina qué
tipo de sustancias pueden atravesarlo alcanzando el torrente sanguineo y cuales son excluidas
[307,308]. La mucosa sublingual constituye una barrera epitelial no queratinizada y es la regién mas

permeable de la cavidad oral, permitiendo el pasaje de diversos compuestos [309]. Las células
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epiteliales pueden permitir el pasaje a través de la mucosa por uno de tres mecanismos: difusién
pasiva, transporte mediado por transportadores o endocitocis/exocitosis, donde los compuestos son
tomados activamente y excretados mediante la ruta endocitica [310]. Por lo tanto, una vez en
contacto con el epitelio de la mucosa sublingual, la flagelina podria ganar acceso al torrente
sanguineo y alcanzar el epitelio pulmonar. Dado que las células epiteliales alveolares expresan
normalmente TLR5 en su cara basal [267], podrian reconocer la flagelina y desencadenar asi la
respuesta local, provocando la secrecion de quimioquinas, reclutamiento de PMN vy finalmente la

eliminacién de las bacterias (Figura 1V.4.9 panel A).

Por otra parte, como se mencion6 anteriormente, el epitelio oral expresa TLR5 [303] por lo que
podria reconocer la flagelina y activarse de forma similar a como lo hace el epitelio pulmonar
produciendo quimioquinas de la familia ELR-CXC y citoquinas inflamatorias. Otras células de origen
hematopoyético o reclutadas descritas en la mucosa sublingual [115,311] también podrian colaborar
en el reconocimiento local de flagelina y producir citoquinas y quimioquinas en respuesta a ella. La
activacién de los neutréfilos consiste en un proceso de dos pasos, donde en primer lugar debe darse
la preactivacion por parte de citoquinas inflamatorias o el contacto con células endoteliales activadas,
y luego la exposicion a componentes bacterianos para que tenga lugar la degranulacion y activacion
de la NADPH oxidasa [52]. Entonces, la aplicaciéon sublingual de flagelina podria colaborar en la
preactivacion de los PMN que recibirian la segunda sefial por parte de los PAMPs del neumococo
(Figura IV.4.9 panel B).

El efecto protector podria también ser el resultado de la combinacién de ambos escenarios (Figura
IV.4.9 panel C).

Estudios realizados por van Maele y colaboradores [312], mostraron que la administracion sistémica
de flagelina induce a través de células dendriticas, la activacion rapida del sistema inmune a nivel
sistémico y en las mucosas. En los pulmones, el perfil de la respuesta inducida se caracterizé por la
produccion de IL22 e IL17 producidas por una poblacién minoritaria de células CD3'CD127". El perfil
observado tras la administracion sublingual no mostré incremento en estos mensajeros, lo que
desfavoreceria la contribucién del pasaje directo de FIiC al torrente sanguineo. La elucidacion precisa
del mecanismo requerira de investigacion adicional en el futuro para determinar el mecanismo de

accion preciso de la terapia sublingual.

Figura IV.4.9: Posibles modos de accién de la terapia sublingual con flagelina. Se plantean tres posibles alternativas
para mecanismos por los que la aplicacién sublingual de flagelina induce protecciéon contra la neumonia neumocécica.
Panel A: El epitelio de la mucosa sublingual podria permitir el pasaje directo de flagelina hacia el torrente sanguineo
permitiendo que alcance los capilares en estrecho contacto con el epitelio alveolar. Los cambios en la permeabilidad
vascular causados por la infeccion local facilitarian el pasaje de flagelina fuera de los capilares permitiendo el contacto con
el epitelio alveolar. EI TRL5 localizado basalmente en los neumocitos tipo Il reconoceria la flagelina potenciando los
mecanismos innatos para la eliminacion del neumococo. Panel B: El receptor TLR5 expresado en el epitelio de la mucosa
sublingual reconoceria la flagelina administrada localmente, desencadenando la produccion local de citoquinas
inflamatorias y quimioquinas. Células de origen hematopoyético residentes o reclutadas a la zona de aplicacién podrian
también participar en el reconocimiento de FIliC. Las citoquinas y quimioquinas producidas en la region sublingual serian
responsables de la preactivacion de los PMN mas tarde reclutados por la infeccién. La preactivacion de los mismos
permitiria la eliminacion eficiente del neumococo. Panel C: Contribucion de ambos mecanismos.
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IV.5. Flagelina como adyuvante en vacunas
de aplicacion sublingual.

De todas las intervenciones médicas, la vacunacién es una de las que ha tenido mayor impacto en la
salud publica en los dltimos 200 afios. Al presente, la mayoria de las vacunas aprobadas para uso
humano son de aplicacion parenteral, a excepcion unas pocas de aplicacion mucosa, que son en su
mayoria de administracién oral o subcutanea excepto por una sola de aplicacién intranasal (revisado
en [112]).

Aunque la vacunacién parenteral es efectiva para inducir respuestas a nivel sistémico, su capacidad
de promover respuestas a nivel de las mucosas es en general pobre. Dado que la mayoria de los
patégenos colonizan e invaden el organismo a través de las superficies mucosas, en los ultimos afios
la investigacién se ha dirigido hacia el desarrollo de vacunas que puedan aplicarse directamente en
ellas. Esta estrategia presenta varias ventajas, ya que ademas de inducir respuestas a nivel local,
favorece la inmunidad en mucosas distantes y a nivel sistémico y posibilitan la generacién de
inmunidad de rebafio mediante la generacion de respuesta que previenen la colonizacion, o en el
caso de vacunas a microorganismo vivo atenuado, permitiendo que el mismo alcance a la poblacion
no vacunada, como se observa para la vacuna oral contra la poliomielitis. En particular, en el caso de
las infecciones respiratorias, la vacunacion mucosa es una estrategia muy interesante que ha
demostrado efectividad frente a diversos patégenos (revisado en [114]).

Otro aspecto positivo de la vacunacién mucosa esta dado por la versatilidad en las formulaciones,
admitiendo diversos modos de entrega y en general con formulaciones mas econémicas que las
parenterales. Ademas, admiten sistemas de entrega libres de agujas, lo que en general mejora la
adhesién de la poblacion al programa de inmunizacién [313].

Las vacunas basadas en el empleo de microorganismos atenuados o muertos han sido exitosas
contra distintas enfermedades incluyendo poliomielitis, viruela y sarampion, y varias estan siendo
evaluadas contra nuevos patdgenos [314]. Sin embargo, la seguridad de este tipo de vacunas ha
sido cuestionada, motivando la investigacion y el desarrollo de vacunas basadas en componentes
purificados (cominmente llamadas “vacunas a subunidad”). Estas vacunas resultan atractivas dado
que se trata de formulaciones altamente caracterizadas y en ese sentido, mas seguras. Sin embargo,
la capacidad inmunogénica de las vacunas a subunidad es en general pobre y requieren de
adyuvantes [315]. El desarrollo de adyuvantes de aplicacion mucosa no ha acompafado los
adelantos en el descubrimiento de nuevos antigenos y sistemas para su produccién y purificacion,
constituyendo el paso limitante. Por tanto, la investigacion en este campo es fundamental para
promover la generacién de nuevas formulaciones para la inmunizacién en mucosas.

La flagelina es un adyuvante efectivo en combinacién con antigenos proteicos de diversa naturaleza,
administrados por via mucosa o sistémica. Sin embargo, al presente no existen antecedentes sobre

su utilidad como adyuvante en vacunas de aplicacion sublingual.
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Dadas las ventajas de la ruta sublingual en términos de seguridad y facilidad de aplicacién, sumadas
a los resultados presentados en el capitulo anterior que muestran la capacidad de flagelina de activar
la respuesta inmune innata al ser administrada por esta ruta, resultd interesante evaluar su
capacidad como adyuvante sublingual. Este Ultimo capitulo aborda el tema, empleando la
ovoalbumina (OVA) como antigeno modelo y el sistema de entrega sublingual ya descrito.

A continuacion se presentan resultados que sugieren a flagelina de S. Typhimurium como candidato
a ser empleado como adyuvante en la formulacién de vacunas sublinguales. Flagelina promovio el
desarrollo de la respuesta humoral especifica contra el antigeno a nivel sistémico. Usando las
flagelinas mutantes incapaces de sefializar por TLR5 o NLRC4 se comprobé que la sefializacién por
un solo receptor es suficiente para la potenciacion de la respuesta humoral especifica para el
antigeno.

Asimismo, se confirmé que flagelina promueve la expresion de moléculas coestimuladoras en células
dendriticas derivadas de médula 6sea, lo que podria ser al menos en parte el mecanismo detras del
efecto adyuvante. Mediante la transferencia adoptiva de células T-CD4" transgénicas que expresan
un TCR que reconoce especificamente un fragmento de OVA presentado en el contexto del MHC-II,
se confirm6 que flagelina promueve la activacion mas eficiente de células T virgenes tras una Unica
inmunizacion, siendo los ganglios submaxilares y cervicales la principal localizaciéon anatémica donde
se desencadena la respuesta.

Adicionalmente, mediante técnicas de imaginologia molecular se realizé un ensayo preliminar para
estudiar la localizacion anatdémica del antigeno en el tiempo tras la vacunacién sublingual o
intranasal. Por ultimo, en otro ensayo preliminar, se corroboré que la capacidad de flagelina de
inducir una respuesta humoral especifica de antigeno no es exclusiva para OVA, sino que también se
observa cuando es administrada por ruta sublingual en conjunto con un toxoide derivado de la

citolisina de neumococo neumolisina.
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IV.5.1. Efecto de flagelina en la respuesta humoral especifica de
antigeno tras la vacunacion sublingual: evaluacion a nivel

sistémico.

Para comprobar la capacidad adyuvante de flagelina en una vacuna de administracion sublingual se
vacunaron ratones BALB/c por dicha ruta sublingual con 100 ug de ovoalbimina sola o combinada
con 10 ug de flagelina, en un régimen de vacunacion mas dos recuerdos a los dias 14 y 21. Los
animales se sangraron previo a la vacunacién y a los recuerdos y 10 a 20 dias después de la Ultima
inmunizacion. El titulo de anticuerpos especificos para OVA en suero fue determinado por ELISA en
referencia a un suero positivo de referencia, tal y como se describié en Materiales & Métodos.

La vacunacion sublingual no indujo aumento del titulo de anticuerpos hasta la aplicacion de la tercera
dosis de la vacuna. La evaluacion de los sueros a partir de los 10 dias de la Ultima dosis revelé un
aumento del titulo de IgM y de IgG total especificas para OVA en aquellos animales vacunados por
ruta s.l. con flagelina en comparacién a los que solo recibieron el antigeno (Figura IV.5.1, paneles A
y B).

Con el fin de comparar la respuesta inducida por la vacunacion s.l. y la intranasal, paralelamente se
vacunaron ratones BALB/c con OVA y OVA+FIIC por dicha ruta. Dado que la respuesta inducida por
la vacunacion intranasal suele ser de mayor magnitud que la sublingual, y para evitar la inflamacion
exacerbada en las vias respiratorias, se emplearon dosis de antigeno y adyuvante 10 veces menores
a las utilizadas en la vacunacion sublingual (10 y 1 pg respectivamente). Se confirmé que flagelina
también promueve el aumento del titulo de anticuerpos especificos para OVA en suero, en
comparacion a los animales que solo recibieron el antigeno, aunque no se observé aumento en el
titulo de IgM (Figura IV.5.1, paneles Ay B).

Ademas se estudio el perfil de las subclases. Este fue similar para ambas rutas, encontrandose
niveles significativamente mayores de IgG1 e IgG2b en los animales vacunados con OVA + flagelina.
El nivel de anticuerpos de la subclase IgG2a también se elevd en los animales que recibieron la
vacuna con adyuvante, aunque modestamente (Figura IV.5.1, paneles C-D). Los niveles de 1gG3 se
encontraron en todos los casos por debajo del limite de deteccion del ELISA. IgA tampoco fue
detectada en suero.

El cociente 1IgG1/IgG2a en los animales vacunados con FIliC fue de 9.3 y 8.9 para la vacunacion por
rutas s.I. e i.n. respectivamente, lo que podria sugerir un perfil predominante de tipo Th2. Sin
embargo, esto debera ser confirmado mediante la evaluacion del perfil de citoquinas en células T
CD4" aisladas de animales vacunados con OVA con y sin FliC.

El analisis de la respuesta humoral de ratones C57/BL6 sometidos al mismo esquema de vacunacion
reveld resultados similares, sugiriendo que la capacidad inmunopotenciadora de flagelina es
independiente del genotipo de los animales.

En suma, el perfil de anticuerpos en suero reveld que la administracion conjunta de flagelina con el

antigeno por ruta sublingual potencia el desarrollo de la respuesta humoral con un perfil de subclases
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similar al inducido tras la vacunacién intranasal, que sugiere un componente Th2 con un aumento de

de IgG2a que podria indicar una contribucion Thi.
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Figura 1V.5.1: Respuesta humoral especifica contr aOVA en suero tras la vacunaciéon sublingual o intranasal empleando flagelina como
adyuvante. Ratones BALB/c de 10-12 semanas de edad fueron vacunados bajo anestesia con 100 pg de OVA o la misma dosis en conjunto con 10 pg de
flagelina en un volumen de 10 ul volumen total. Paralelamente, otros animales recibieron 10 ug de OVA o 10 pg de OVA + 1 ug de FIiC por ruta intranasal. En
todos los casos se empled un esquema de inmunizacién de una dosis mas 2 recuerdos a dia 14 y 21. Se recolectaron muestras de sangre de todos los
individuos previo a la vacunacién y a cada recuerdo y entre 10 y 20 dias tras la tercera inmunizacion. La cantidad de anticuerpos especificos anti-OVA se
determind mediante ELISA. El titulo se calcul6 a partir de la construccién de una curva de calibracién empleando un suero control positivo y se expresa en
unidades arbitrarias por ml (UA/ml). Los graficos muestran el titulo a dia 35. Los simbolos (cuadrados o circulos) representan a cada individuo vacunado con
OVA por ruta sublingual o intranasal respectivamente, en conjunto con flagelina (simbolos negros) o salina (simbolos blancos). Las barras horizontales
representan la media. La comparacion entre cada grupo vacunado con FliC y su control sin adyuvante se realiz6 mediante test de Mann-Whitney de una viay
las diferencias significativas se indican con asteriscos para p<0.05. Resultados representativos de 4 experimentos independientes.

IV.5.2. Importancia de la seializacion por TLR5 y NLRC4 en el efecto

adyuvante de flagelina.

El efecto adyuvante de flagelina ha sido tradicionalmente atribuido a su capacidad de promover
respuestas inflamatorias potentes a través de la sefializacién por TLR5, tal y como se ha propuesto
para otros ligandos de TLRs (revisado en [316]). En los Ultimos afios diversa evidencia ha sefialado a

los NLRs como otros receptores innatos importantes en la induccion de respuestas adaptativas .
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Dada la capacidad de FIiC de sefalizar por ambas vias, result6 interesante estudiar la contribucion
de ambos receptores en la induccion de la respuesta humoral especifica inducida tras la vacunacién
sublingual.

Para comprobarlo, los animales fueron inmunizados por ruta s.l. siguiendo el mismo esquema de
vacunacién descrito antes, empleando ahora los mutantes de flagelina incapaces de sefializar por
TLR5 o NLRC4 en conjunto con OVA y en paralelo una flagelina recombinante con capacidad de
activar ambas vias.

El analisis de los niveles de IgG total especificos para OVA en suero reveld que el titulo de
anticuerpos se encontraba elevado en todos los grupos que recibieron flagelina, independientemente
de su capacidad de sefializar por uno u otro receptor comparado con los animales que solo
recibieron el antigeno. Es interesante destacar que el incremento de IgG inducido por las flagelinas
mutantes fue similar al inducido por la flagelina nativa, lo que sugiere que la activacion de una u otra
via de sefializacién es redundante en cuanto a la induccién de la respuesta humoral. Dado que no se
contaba con una flagelina doblemente mutada sin capacidad de sefializar por ninguno de los dos
receptores, no puede descartarse la existencia de otro receptor adicional que pueda mediar dicho

efecto.
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Figura IV.5.2: NLRC4 y TLR5: implicancia de los receptores en la capacida
de FliC de promover la respuesta humoral cuando es empleada como
adyuvante en vacunacién sublingual. Ratones BALB/c de 8-10 semanas de
edad (n= 7/grupo) fueron inmunizados por ruta s.l. con 100 ug de OVA sola o junto
con 10 pg de FliC o el mutante deficiente en la sefializacion por TLR5
(FIiC-ATLR5), o deficiente para la activacién de la via NLRC4 (FIIC-NLRC4). Los
animales recibieron 3 dosis por ruta s.l. a dias 0, 14 y 21. Los sueros para
determinacién de IgG total anti-OVA se obtuvieron a dia 35 y se evaluaron por
ELISA. Los resultados se expresan como incremento del titulo en animales
vacunados con OVA y flagelina o mutantes respecto del titulo de los que recibieron
solo OVA. Las barras representan la media £SEM. La comparacion entre grupos se
realiz6 mediante ANOVA de una via (Test de Kruskal-Wallis y post-test de Dunn)
para p<0.05. NS: no significativo.

IV.5.3. Efecto del uso de flagelina como adyuvante en la

estimulacion de linfocitos T virgenes: comparacion de las rutas

sublingual y nasal.

Seguidamente se investigd si flagelina era capaz de promover una activacion mas eficiente de
células T virgenes tras una Unica inmunizacion. Como linfocitos virgenes se emplearon linfocitos
purificados de ratones transgénicos OT-Il. En estos ratones los linfocitos T-CD4 presentan un
receptor T transgénico que permite el reconocimiento especifico del péptido 323-339 de OVA en
MHC-II (IA-b). Los linfocitos OT-Il fueron marcados con CFSE de modo de poder seguir su
proliferacion por citometria de flujo y luego transferidos por via intravenosa a ratones C57/BL6. Tras
24 horas, los animales recibieron OVA u OVA+FIiC por ruta sublingual o intranasal y la proliferacion
de los linfocitos T-CD4" fue evaluada en pulmones, ganglios submaxilares/cervicales, mediastinales y

bazo 4 dias después de la inmunizacion.
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Como se muestra en la Figura 1V.5.3, una unica inmunizaciéon con OVA+FIiC por ruta sublingual
indujo un aumento significativo de la proliferacion in vivo de los linfocitos T CD4" en ganglios
submaxilares/cervicales en comparacion a los ratones que solo recibieron el antigeno. Una leve
proliferacion se observé en los mismos animales en ganglios mediastinales y bazo sugiriendo que
tras la inmunizacion, la activacion de las células T ocurre casi exclusivamente en los ganglios
drenantes de la mucosa sublingual.

En comparacion, la respuesta inducida por via intranasal fue de mayor magnitud que la proliferacion
inducida por la vacunacién sublingual. Ademas, el principal sitio de induccién de la respuesta fueron
los ganglios mediastinales. Igualmente, la proliferacion se observd en ganglios
submaxilares/cervicales y bazo. El andlisis en ganglios mediastinales no reveld diferencias entre los
animales vacunados con OVA u OVA+FIIC, probablemente debido a la saturacion de la misma por la
potente estimulacién. En cambio, el andlisis en bazo y ganglios mediastinales si mostré diferencias
donde la proliferacion se vio favorecida en aquéllos animales que recibieron FliC. En ningln caso se
observo proliferacion en los pulmones.

En suma, la vacunacion s.l. empleando flagelina como adyuvante, favorece la activacion primaria de
células T colaboradoras, la cual tiene lugar principalmente en los ganglios drenantes de la mucosa
sublingual. Sin embargo, a las dosis de antigeno y adyuvante empleados, la ruta intranasal logré

inducir una respuesta de mayor magnitud que la sublingual.
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CFSE Figura IV.5.3. Efecto de flagelina en el inicio de la respuesta de linfocitos T-CD4" in
vivo. Linfocitos T purificados de ratones transgénicos OTIl y marcados con CFSE fueron
Jerarquia transferidos por via intravenosa a ratones singénicos virgenes (2 a 5x10° células/ratén). A

ssc

las 24 h los animales fueron inmunizados con 100 ug de OVA s.I. u OVA + 10 pug de FliC.
Paralelamente, se inmunizaron ratones por ruta i.n. con 10 ug de OVA sola o en conjunto
con 1 ug de FIiC. A los 4 dias la proliferacion de linfocitos T-CD4" se analizé por citometria
de flujo en ganglios cervicales y submaxilares, pulmones, ganglios mediastinales y bazo. Se
muestran los graficos de puntos del andlisis por citometria para cada ratén individualmente.
Los graficos de barras representan la media y el error estandar del porcentaje de células T-
CD4+ en proliferacion respecto al total de T-CD4*/CFSE". Las diferencias significativas para
p<0.05 se indican con asteriscos segun test de Mann-Whitney de una via entre los grupos
indicados. El panel “Jerarquia” indica la estrategia de andlisis empleada. Resultados
representativos de 3 experimentos independientes.
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IV.5.4. Efecto de flagelina sobre el procesamiento antigénico.

El efecto adyuvante estd intimamente relacionado a la capacidad de los inmunoestimulantes de
promover el procesamiento antigénico y la activacion de células presentadoras. El estado activado de
estas células presentadoras, caracterizado por la expresion elevada de MHC-Il y moléculas
coestimuladoras, favorece la activacion en los ganglios de células T especificas para el antigeno
capturado en la periferia [317]. Las células dendriticas juegan un rol importante en la induccién de
respuestas T y B especificas tras la vacunacion sublingual, en particular aquéllas de fenotipo
CCR7P%, CD11cP*, CD80u" 0 CD8uP**[318].

Dadas la existencia de limitaciones técnicas para obtener dichas células purificadas a partir de la
mucosa sublingual, se empled una aproximacion experimental in vitro para estudiar la capacidad de
la flagelina empleada en los ensayos de vacunacion de promover la activaciéon de células dendriticas
diferenciadas a partir de precursores de médula 6sea en presencia de GM-CSF (del inglés:
Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor).

El primer paso tras la obtencion de las células dendriticas fue su caracterizacién por citometria de
flujo. Del total de células obtenidas el 90% fueron positivas para CD11c y el 83% fueron células
doble-positivas CD11c-CD11b. A su vez, dentro de la poblacién CD11cP*/CD11bP* la mayor parte de
las células correspondieron a células positivas para los marcadores MHC-II (88.7%) y CD8a (94.5%),
encontrdndose ademas menor frecuencia de células positivas para CD103 (13.1%) y B220 (4.5%). El
fenotipo determinado por estos marcadores de superficie no se modificé por estimulacién con LPS

(no mostrado) o tras la incubacion con flagelina durante 24 horas (Figura IV.5.4).

Figura IV.5.4. Caracterizacion fenotipica de

células dendriticas derivadas de médula

6sea. Las células dendriticas se obtuvieron a

partir de precursores de médula 6sea de ratones

C57/BL6 cultivados en presencia de GMCSF.

Tras 7 a 9 dias de cultivo, las células fueron

colocadas en placas de 96 pocillos a una

densidad de 2 a 3x10° células/200 pl y se

estimularon durante 24 horas con 100 ng/ml de

I 1 FliC libre de LPS (celeste). Transcurrido el

[ J— 1 tiempo de incubacion, se realizé el marcado con

M Fiic 100 ng/mi anticuerpos  monoclonales  conjugados a

W] sieat 1 fluorocromos segun se indica en la figura, previo

bloqueo de los receptores Fc. El analisis por

b citometria de flujo se realizé para determinar la

| / expresion de B220, CD8a, MHC-Il y CD103 en

' _ . _ A células doble positivas para CD11b y CDl1lc.

coia - ' - ’ “ cosa - Como control se emplearon células sin estimular

| (linea roja). La linea anaranjada muestra el

control sin tefiir. En todos los casos se empled

LPS 200 ng/ml verificandose la capacidad de

respuesta de las células (no mostrado). En

verde se indica el nivel de fluorescencia basal.

Vs Resultado representativo de 2 experimentos
independientes.

SSC-A

CD11b

" MHCH1I (1A-b) - B220
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Seguidamente se estudié la influencia de flagelina sobre la expresion de marcadores de activacion
en estas células. Tras 24 horas de estimulacién con 100 ng/ml de flagelina, se compar6 la media
geométrica de fluorescencia para CD80, CD86, CD40 y MHC-II con respecto a las células sin
estimular. Como puede observarse en la Figura IV.5.5, flagelina indujo un leve aumento en la
expresion de MHC-II y el aumento importante de las moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y
CD86. Esto sugiere que el efecto adyuvante de flagelina podria ser, al menos en parte, consecuencia

de una activacién mas eficiente de las células presentadoras.
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Figura IV.5.5. Capacidad de flagelina de inducir el aumento de moléculas coestimuladoras en células dendriticas. Células
dendriticas obtenidas como se describié anteriormente y cultivadas a una densidad de 2 a 3x10° células/200 pl, se incubaron durante 24
horas en presencia de 100 ng/ml de FIiC libre de LPS o medio. Transcurrido el tiempo de incubacidn, las células estimuladas (lineas
anaranjadas) y no estimuladas (lineas rojas) se marcaron empleando anticuerpos conjugados especificos para CD80, CD86, MHC-II o
CD40 o el control isotipico correspondiente (lineas celestes). En todos los casos se empleé LPS 200 ng/ml verificAndose la capacidad de
respuesta de las células (no mostrado). Los nimeros indican la media geométrica de fluorescencia promedio para los duplicados de cada
condicion.

A continuacion se determiné la capacidad de las células dendriticas diferenciadas in vitro de procesar
efectivamente el antigeno por la via endosomal, requerimiento para la presentacién en el contexto de
MHC-II. Para ello se emple6 un derivado de la OVA denominado OVA-DQ, que consiste en OVA
conjugada a un compuesto capaz de emitir fluorescencia a 515 nm tras ser excitado a 505nm. Dado
que la OVA-DQ porta una molécula que apantalla la fluorescencia, la sefial solo es detectada cuando
se produce la degradacion de la proteina. La OVA-DQ al igual que la OVA es internalizada mediante
el receptor de manosa y dirigida a la ruta endosomal para su procesamiento, por lo que la sefial en el
canal verde se puede tomar como indicio de procesamiento antigénico.

Empleando esta estrategia, se investigé si flagelina favorecia el procesamiento antigénico in vitro en
las células dendriticas. Las células se incubaron con OVA-DQ sola o en presencia de FIiC durante
15, 45 y 90 minutos, tiempo tras el cual se determiné el porcentaje de células CD11cP* positivas para

fluorescencia en el canal verde.
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Los gréaficos de barras presentados en la Figura IV.5.6 mostraron que el tratamiento con flagelina no
aumenté de forma significativa el porcentaje de células que procesaron el antigeno a los tiempos
indicados.

Ademas se realiz6 el analisis del indice medio de fluorescencia (IMF: definido como la media de
fluorescencia del grupo estimulado/media de fluorescencia del grupo sin estimular). Aunque las
células tratadas con FIiC presentaron un IMF mayor que el control sin estimular o tratado con FIiC
tripsinizada, la diferencia fue sutil. Histogramas representativos del analisis se muestran en la Figura

IV.5.6. y el valor del IMF para cada grupo se detalla en la Tabla IV.5.i.

Tabla IV.5.i: Nivel de procesamiento antigénico (OVA-DQ) en células dendriticas
derivadas de médula 6sea expresado como indice Medio de Fluorescencia (IMF)
en FITC
15 45 90
minutos minutos minutos
IMF Desvio IMF Desvio IMF Desvio
e 4.33 0.13 7.46 0.49 7.43 0.02
OVA+HIiC 5.63 0.11 8.38 0.46 7.67 0.01
Qe 5.77 0.17 8.29 0.17 6.98 0.15
OVA+HIC/T 458 0.01 6.81 0.42 7.26 0.52
Slest 1.01 0.01 1.00 0.1 1.00 0
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Figura IV.5.6. Procesamiento antigénico en células dendriticas derivadas de médula 6sea. Las células dendriticas
derivadas de médula 6sea fueron estimuladas con 2 pg/ml de OVA-DQ sola o con 100 ng/ml de FIiC durante 15, 45 o 90
minutos. Al cabo del tiempo de incubacién, las células se incubaron en hielo y se marcaron con ant-CD11c-PECy5.5,
previo bloqueo de los receptores Fc. La cantidad de OVA internalizada y procesada se midié como fluorescencia en el
canal verde. Los histogramas muestran la fluorescencia en el canal verde para células sin estimular (celeste), estimuladas
con FIiC (violeta) y OVA sola (rojo). Como control de estimulacién se emplearon células incubadas en presencia de 200
ng/ml de LPS (azul). Para descartar efectos por contaminacién por LPS de la flagelina, se emple6 flagelina tripsinizada en
la misma concentracién que la no hidrolizada (morado). Las barras representan el porcentaje promedio de células
positivas para la sefial verde respecto del total de CD11c positivas de los duplicados de cada condicion. Los diagramas de
puntos en el panel inferior de la figura esquematizan la estrategia de andlisis empleadas.
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IV.5.5. Estudios preliminares:

Potenciacion de la respuesta humoral frente a un toxoide de derivado de

neumolisina administrado por ruta sublingual con flagelina.

La capacidad de flagelina de inducir un aumento de la respuesta humoral se evalué de forma
preliminar empleando un antigeno proteico derivado de la citolisina de neumococo neumolisina. Este
antigeno, en adelante denominado PLYt, consiste en un toxoide truncado que carece de la region
carboxilo terminal responsable de la actividad hemolitica de la proteina nativa y que ha sido
empleado exitosamente para la vacunacioén por ruta subcutanea [135,319].

PLYt fue administrado en una dosis de 30 ug/ratén por ruta sublingual solo o en conjunto con 10 nug
de flagelina. Los animales fueron inmunizados 3 veces a régimen de una dosis semanal. A los 7 dias
de la dltima dosis, se tomaron muestras de suero y el contenido de IgG total especifica para el
toxoide se determind por ELISA (Figura IV.5.7).

Aunque las diferencias no alcanzaron a ser estadisticamente significativas debido a una importante
variacion interindividual, los ratones vacunados con el toxoide en conjunto con flagelina mostraron
cierto aumento en la cantidad de IgG total especifica para el toxoide de neumolisina. Estos
resultados sugieren que flagelina es un adyuvante eficaz independientemente del antigeno

empleado. Estudios adicionales seran conducidos en el futuro para confirmar estos resultados.

204

Figura IV.5.7: Vacunaciéon sublingual con un antigeno
154 derivado de neumococo en combinacién con flagelina: efecto
sobre la respuesta humoral especifica en suero. Ratones
C57/BL6 de 8-10 semanas de edad (n=6) fueron vacunados por
104 ruta s.l. con 3 dosis de 30 pg de PLYt o 30 pg PLYt + 10 ng de

FIiC a régimen semanal. Siete dias después de la Ultima dosis los

nivles de IgG total especifico para PLYt se evaluaron por ELISA.
Las barras representan la media £SEM del incremento del titulo
luego de la vacunacién respecto al titulo a dia cero, ambos
calculados como UA/mI con respecto a un suero positivo empleado
como referencia.

Incremento titulo IgGt
post-vacunacién/IgG dia 0

T
PLYt PLYt+FIiC
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Andélisis comparativo de la biodistribucion del antigeno administrado por ruta

sublingual e intranasal.

La distribucion de OVA tras una inmunizacion sublingual o intranasal, sola o en conjunto con FliC se
analizé en el tiempo empleando un sistema de imaginologia molecular in vivo. La OVA fue marcada
covalentemente con una sonda fluorescente (Cyto750). Los animales recibieron 50 y 20 ug de OVA
marcada (en adelante OVA-Cyto), sola o con 10 o 1 ug de FIiC por rutas sublingual e intranasal
respectivamente. La fluorescencia a 770nm se detecté empleando una xenocadmara tras excitacion a
740 nm. La localizacién anatémica del antigeno se determind por superposicion digital de la sefial
fluorescente con imagenes tomadas por rayos X de alta definicion de los animales vacunados.

El panel A de la Figura 1V.4.8 muestra las imagenes tras la inoculacion intranasal a 0.5, 4, 20y 24 h
post-inmunizacién. Se destaca la localizacién en la region craneal tanto para los animales vacunados
con el antigeno solo o en conjunto con FIiC que se mantuvo incluso pasadas 20 horas de la
inoculacion. El antigeno también fue detectado en pulmones aunque con menor intensidad. La
eliminacién fue principalmente por via renal.

Tras la inoculacién sublingual (Panel B), la sefial fluorescente se detectd en la zona craneal por corto
tiempo. A las 4 horas de la inoculacion no se observo fluorescencia en el craneo sino que la sefial
quedo confinada a la regidn correspondiente al piso de boca, sin detectarse en la region frontal de la
cabeza. El procesamiento antigénico parece tener una etapa de procesamiento hepatico sugerida por
la localizacion abdominal de la sefal a tiempos mas avanzados. A diferencia de lo observado tras la

inoculacion intranasal, no se observo sefial colocalizando con rifiones o vejiga.
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Figura IV.5.8. Biodistribucion del antigeno tras la
vacunaciéon sublingual o intranasal con OVA vy
flagelina. La OVA acoplada covalentemente a la sonda
fluorescente Cyto750 fue administrada a los animales a
una concentracion de 50 o 20 microgramos por ruta
sublingual e intranasal en un volumen de 10 o 30 pul
respectivamente. Algunos animales recibieron el antigeno
marcado junto con 10 pg de FliC para la inoculacién s.I. o
1 pg i.n.. El seguimiento de la sefial fluorescente se
realiz6é en xenocdmara MS-FX-Pro  Carestream
empleando una longitud de onda de excitacion de 748 nm
y filtro para detectar la fluorescencia emitida a 770 nm.
Los animales se mantuvieron bajo anestesia inhalatoria
durante la obtencion de las imagenes. Ademas se
realizaron rayos X de alta definicion para la determinacion
de la localizacion anatémica. El andlisis de las imagenes
se realizé en Ml y MS Carestreamlmaging software. Las
puntas de flecha amarillas indican sefial correspondiente
al antigeno marcado.
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IV.5.4. Discusion Seccion 1V.5.

Flagelina es un potente activador de la respuesta inmune y sus variados efectos tanto sobre células
del sistema inmune innato y adaptativo, asi como sobre células estructurales han sido bien
documentados (revisado en [101]). Su capacidad de inducir la produccién de diversas citoquinas
proinflamatorias y quimioquinas que promueven el reclutamiento leucocitario, han convertido a
flagelina en un candidato ideal a ser empleado como adyuvante en vacunas. Un gran niumero de
estudios han demostrado que flagelina es un potente adyuvante cuando es administrada por ruta
sistémica 0 mucosa en conjunto con antigenos variados en forma de simples mezclas del antigeno y
flagelina [232], como proteinas de fusion [320-324] e incluso empleando sistemas de entrega como
nanoparticulas [325].

Sin embargo, hasta el momento no existen reportes sobre la capacidad adyuvante de flagelina
administrada por ruta sublingual. Los importantes efectos de la administracién sublingual de flagelina
en el contexto del desarrollo de terapias contra la neumonia, motivaron entonces el estudio de su
capacidad adyuvante por esta ruta.

La vacunacion sublingual con flagelina como adyuvante promovié el incremento del titulo de
anticuerpos especificos IgM e 1gG para OVA en suero. El andlisis de las subclases de IgG sugiere
una respuesta de perfil mixto Th2/Thl, que se deduce del aumento en IgG1, 1gG2a e IgG2b. El
mismo tipo de patrén se observo para la administracién intranasal. Estos resultados se encuentran
en acuerdo con varios trabajos que reportan un perfil similar de respuesta, aunque la contribucion de
IgG2b no ha sido analizada de forma sistematica [232,284,326,327]. Es interesante destacar que en
dichos trabajos la vacunacion fue realizada por diferentes rutas y empleando distintos antigenos y
cepas de ratones. En conjunto, los resultados sugieren que el perfil de subclases observado cuando
flagelina se emplea como adyuvante es independiente de dichos factores.

La activacion de las vias de sefializacion de los TLRs y su vinculo con la induccién de respuestas
adaptativas, ha sido atribuida a su capacidad de promover respuestas innatas de gran magnitud. Se
ha propuesto que la activacion de los TLRs beneficia la captura y presentacion antigénica
favoreciendo el reclutamiento leucocitario al sitio de administracion del antigeno y la maduracion de
células presentadoras capaces de activar respuestas T y B especificas mediante la secrecién de
citoquinas inflamatorias. Dichas citoquinas juegan ademas un rol fundamental en el tipo de respuesta
adaptativa a desarrollarse, determinando la diferenciacion hacia los perfiles Thl, Th2, Th17, Th9 o T
regulador inducible (iTreg) (revisado en [328-330]). Esto ha motivado el empleo de ligandos de TLRs
como adyuvantes en vacunas, entre ellos flagelina [202,331-333]. Sin embargo, mas recientemente
ha surgido evidencia indicando que la sefalizacién a través de estos receptores innatos no es
indispensable para potenciacion de la respuesta adaptativa por parte de adyuvantes que incluyen a
sus ligandos. Un ejemplo claro de este hecho se observo para Ribi/MPL un adyuvante basado en
ligandos de TLR4 que es eficiente aun en ratones deficientes en MyD88 (molécula involucrada al
menos parcialmente en la sefializacion a través de todos los TLRs excepto TLR3) o TRIF (esencial
para sefializacion via TLR3 y parcialmente por TLR4) [334]. A partir de dichas observaciones, el

grupo de Andrew Gewirtz demostr6 que el efecto adyuvante de flagelina no depende de la induccion
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de altos niveles de citoquinas proinflamatorias, ni de la sefializacién por TLR5 dado que el efecto se
mantiene en ratones deficientes en TLR5 o MyD88, aunque la respuesta en los Ultimos esta
parcialmente afectada. Puesto que flagelina también es ligando de NLRC4, estudiaron el rol de este
receptor en el efecto adyuvante de FIiC empleando ratones NLRC4”, encontrando un resultado
similar al observado en los TLR5™". Interesantemente, flagelina no fue capaz de inducir la respuesta
humoral en ratones deficientes para ambos receptores [335].

En este trabajo se emple6 una estrategia diferente basada en el uso de ratones normales y flagelinas
mutadas incapaces de sefializar por uno u otro receptor, obteniéndose resultados similares. Cabe
destacar que el resultado es particularmente interesante puesto que el trabajo aqui presentado y el
de Gewirtz y cols. emplean rutas de inmunizacion diferentes, siendo administracion parenteral la
utilizada por Gewirtz y cols.. La capacidad de FIiC-ATLRS5 de promover la respuesta humoral resulta
un hallazgo interesante por tratarse en este caso de una inmunizacibn mucosa, puesto que la
sefializacion por este receptor ha sido sefialada como fundamental para el efecto adyuvante de
flagelina cuando es administrada por ruta intranasal [284].

El efecto adyuvante de flagelina en la vacunacion sublingual también fue evidenciado por el aumento
de la proliferacion de linfocitos T virgenes en los experimentos de transferencia adoptiva de linfocitos
OT-Il. La mayor proliferacion tras la vacunacion sublingual se observé en los ganglios hacia donde
drena la mucosa sublingual. Dado que el pasaje directo de dos macromoléculas como la OVA y la
flagelina a través de la mucosa sublingual resulta poco probable, el resultado podria sugerir que la
mucosa sublingual cuenta con todos los elementos necesarios como para dar inicio a la respuesta
adaptativa y que flagelina es capaz de activarlos. La captura del antigeno por parte de células
dendriticas que pudiesen ser activadas por FIiC de modo de promover la proliferaciéon de las células
T virgenes en los ganglios préximos al sitio de inoculacion, resulta probable. Esta hipétesis encuentra
sustento en el trabajo de Song y colaboradores, en el que demuestran que las células dendriticas de
fenotipo CCR7P%, CD11cP*, CD8u" capturan el antigeno en la mucosa tras la vacunacién sublingual
dirigiéndose a los ganglios, donde células CD8u™? y CD8c* promueven las respuestas T y B
especificas [318]. Ademas, existen células CD11cP* que son reclutadas hacia la mucosa sublingual
tras la vacunacion empleando toxina colérica como adyuvante en conjunto con OVA [115], por lo que
un mecanismo similar podria darse para el caso de FliC. Sin embrago, la capacidad de flagelina de
activar a las células dendriticas es controvertida [238] y de hecho no todos los tipos de células
dendriticas expresan TLRS5, via por la que FIiC activa directamente a estas las células [336].

La flagelina de S. Typhimurium logré activar células dendriticas derivadas de precursores de médula
O0sea induciendo la expresion de moléculas coestimuladoras. Sin embargo, la captacion y
procesamiento del antigeno no se vio significativamente afectada por el tratamiento con FIliC. Las
células empleadas para los ensayos, pueden no ser exactamente equivalentes a nivel funcional a las
encontradas en la mucosa sublingual. De todos modos, el fenotipo definido por los marcadores de
superficie se corresponde con el de las células dendriticas mieloides o convencionales similares a las
descritas por Bates y colaboradores [336], siendo la diferencia méas importante la expresion de CD8a,
marcador positivo para las dendriticas convencionales residentes en érganos linfoides y negativo

para el mismo tipo de célula en tejidos no linfoides [337]. Sin duda, la realizacién de este ensayo
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empleando células purificadas directamente de la regién sublingual seria apropiado para validar el
resultado.

Cabe mencionar que otro modo de accién ha sido planteado para el efecto adyuvante de flagelina
cuando es aplicada en mucosas, en particular en la mucosa respiratoria. Existe evidencia que indica
gue esta propiedad de FliC depende de las células epiteliales de las vias respiratorias y su capacidad
de responder por la via de TLR5. El mecanismo propuesto, plantea que la activacion del epitelio
pulmonar es responsable de la activacion subsecuente de las células dendriticas [284]. Un
mecanismo similar fue propuesto para explicar la induccién de respuestas T especificas en un
modelo de asma por parte del LPS [338]. Claramente, investigacion adicional es requerida para
determinar cudl de los dos mecanismos es mas relevante en la vacunacion sublingual.

En conjunto los resultados indican que flagelina es un candidato prometedor para potenciar la
respuesta adaptativa en vacunas de aplicacién sublingual. Ademas los resultados preliminares de la
vacunacién conjunta con el toxoide de neumolisina, indican que los efectos observados empleando
un antigeno modelo como es OVA, muy probablemente puedan ser reproducidos con antigenos
relevantes para la prevencion de infecciones. Sin embargo, no puede obviarse el hecho de que la
respuesta inducida por la vacunacion sublingual fue de menor magnitud que la intranasal ain
habiéndose empleado una cantidad de antigeno y de adyuvante 10 veces mayor. Esto fue por demas
notorio en los ensayos de activacion de células T virgenes, donde la administracién intranasal indujo
una potente activacion incluso en regiones anatémicas distantes al sitio de aplicacién de la vacuna.
Sin embargo, el riesgo de toxicidad cerebral de esta ruta no puede ser dejado de lado ya que las
imagenes obtenidas en tiempo real tras la vacunacion intranasal, confirman la localizaciéon a nivel
craneal del antigeno por un tiempo considerable, fenémeno no observado para el caso de la
inmunizacion sublingual. Existen opciones variadas para mejorar la eficacia y la entrega de los
antigenos y adyuvantes; éstas incluyen desde la generacion de proteinas de fusion que facilitaria la
entrega de ambos a una misma célula, la carga en nanoparticulas que previenen la degradacion y
favorecen la entrega del antigeno y el efecto del adyuvante por mas tiempo, o el uso de sustancias
mucoadhesivas que previenen la degradacién del antigeno y que favorecerian también el efecto de
flagelina ya que se trata de una proteina. En vista de los promisorios resultados obtenidos, seria
importante estudiar otras formulaciones para mejorar los efectos observados y hacer uso de las
ventajas de la aplicacion sublingual y el efecto inmuno-potenciador de flagelina para la generacion de

nuevas vacunas que puedan ser probadas en modelos preclinicos de infeccién.
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CAPITULO V: DISCUSION GENERAL &
PERSPECTIVAS

En este trabajo hemos explorado el potencial de diferentes agonistas de receptores innatos como
agentes terapéuticos y profilacticos para el tratamiento de la neumonia neumocécica invasiva,

empleando rutas mucosas como via de administracion.

En el entendido de que una activacion local de las defensas innatas que supere en magnitud y/o
calidad la respuesta naturalmente estimulada por el patégeno, puede ser suficiente para inducir
proteccion frente a la neumonia aguda, se trabajo en el establecimiento de un modelo de neumonia
aguda en ratones en el que se estudié la capacidad de diversos agonistas de receptores innatos de

conferir proteccion.

Se establecieron dos modelos de tratamiento: un modelo de estimulacion local de la mucosa
respiratoria a través de la administracion intranasal de los agonistas de PRRs y otro modelo basado
en la aplicacién de los compuestos en una mucosa distante, la mucosa sublingual. Dentro de los
compuestos seleccionados se probaron algunos capaces de activar receptores estimulados por la
propia bacteria (agonistas a los que llamamos homologos) y otros capaces de activar receptores no

vinculados a neumococo (agonistas heterélogos).

Flagelina fue elegido para caracterizar en mayor profundidad el efecto protector y los cambios

inducidos en la mucosa respiratoria tras la instilacion intranasal o sublingual durante la infeccion.

Por dltimo, se abordé brevemente el estudio del potencial de flagelina para ser empleado como
adyuvante en vacunas de aplicacién sublingual, estrategia que en un futuro podria ser de gran

utilidad para la profilaxis de la neumonia neumocdcica y otras infecciones.

Agonistas de PRRs como agentes terapéuticos de

aplicacion intranasal contra la neumonia neumococica.

Evaluacion las vias mas apropiadas para la induccion de proteccion.

Uno de los eventos que lleva a la activacion de las defensas innatas estd basado en el
reconocimiento de motivos moleculares conservados presentes en los microorganismos,
denominados de forma genérica Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPSs), 0 en su
definicibn mas general, Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos (MAMPSs). Aunque
conservados, la naturaleza de estos motivos moleculares es muy variada incluyendo lipidos, acidos
nucleicos, carbohidratos y proteinas. Los receptores del sistema inmune innato codificados en la

linea germinal, han debido evolucionar para reconocer una gran variedad de microorganismos a
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través de un repertorio finito de receptores y desencadenar respuestas acordes a la naturaleza de
cada patdgeno. Quizas, debido a la cantidad limitada de estructuras que reconoce la inmunidad
innata en comparacion al virtualmente infinito repertorio de receptores de la inmunidad adaptativa, la
respuesta inmune innata durante largos afios fue considerada como una respuesta inespecifica, cuya
funcién era simplemente desencadenar un conjunto general de mecanismos que, agrupados bajo el
nombre de respuesta inflamatoria, proporcionaban un medio de contencién del patdégeno hasta que la
respuesta adaptativa especifica tenia lugar. Esa concepcién simplista de la respuesta innata ha
evolucionado y hoy sabemos que, a pesar de reconocer un nimero limitado de motivos moleculares,
la activacion de los diversos PRRs no es equivalente en términos de los mecanismos efectores
activados [75,339].

En afios recientes, el conocimiento ganado ha sido trasladado hacia el desarrollo de variadas
intervenciones clinicas que hacen uso de las de los mecanismos innatos para el tratamiento de
muchas patologias que van desde las alergias, enfermedades autoinmunes hasta céancer y

enfermedades infecciosas [71,339-341].

En el caso de las infecciones respiratorias, varios trabajos han mostrados que la activacion local de
las defensas innatas con componentes bacterianos definidos o mezclas complejas de los mismos,
puede brindar proteccion frente a la infecciébn por patégenos no relacionados [104-106,209].
Aproximaciones similares han sido empleadas con éxito frente a la neumonia neumocdécica en
modelos murinos, donde la administracién de compuestos capaces de sefalizar a través de dos
receptores implicados en el reconocimiento natural de la bacteria (TLR2/6 y STING) promovieron la
sobrevida de los animales frente a la infeccion intranasal con neumococo [210,211]. Tomando como
punto de partida dichas observaciones, nos propusimos investigar cuan general era el alcance de
esta estrategia para conferir proteccion frente a la neumonia neumocécica. Seleccionamos asi 7
agonistas de PRRs diferentes: 5 que sefializan por 4 receptores que reconocen componentes de
neumococo durante la infeccion natural (TLR2/6, TLR9, STING, TCR semi-invariante Val4'-B), y
2reconocidos por receptores hasta ahora no implicados en el reconocimiento de esta bacteria
(TLR5/NLRC4-NAIP5 y TLR3). Los resultados demostraron que varios agonistas de diferentes PRRs
tienen potencial terapéutico para el tratamiento de la neumonia neumocécica. Sin embargo, no todos
los compuestos lograron inducir inmunidad protectora cuando fueron coadministrados con el desafio
bacteriano. En el protocolo de tratamiento propuesto, la coadministracion de o-GalCer y la variante
PEGilada y Poli(l:C) fallaron en inducir proteccién. El caso de Poli(l:C) fue particularmente llamativo

puesto que ademas pareci6 acelerar la muerte de los animales.

Si bien la eficacia terapéutica de cada PAMP puede cambiar con los diferentes protocolos de
tratamiento, hecho que quedd bien ilustrado por la eficacia de o-GalCer cuando fue administrado
previo al desafio, este no seria el caso de Poli(l:C) ya que la preadministracién de dosis repetidas del
agonista de TLR3 han sido asociadas con mortalidad incrementada frente a la infeccién con S.

pneumoniae [90].
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El resultado observado para poli(l:C) tiene grandes implicancias para el desarrollo de terapias anti-
infecciosas basadas en la potenciacion de la respuesta innata y sefiala la importancia de la eleccién
racional de los agentes terapéuticos apoyada en el conocimiento de sus efectos sobre la modulacién
de la respuesta inmune. Los microorganismos presentan variados motivos que pueden ser
reconocidos en simultdneo por los PRRs, permitiendo la decodificacion de sefiales complejas que
brindan la informacién que determinara el tipo de respuesta desencadenada. Las interacciones que
establecen los PRRs entre si, permite ademas la modulacién de la respuesta en funcion de las vias
activadas, aportando gran complejidad a la regulacion de la respuesta innata [88].Por ejemplo, la
activacién de TLR2 inhibe la produccion de IL12 y CXCL10 inducida por estimulacion de las vias de
TLR4 y TLR3 a través de la secrecion de I1L10 [342]. Por el contrario, la estimulacién simultanea de
TLR2 y TLRA4 tiene efectos sinérgicos sobre la produccion de TNF-a, pero cuando la activacion es
secuencial se observa el fendmeno de tolerancia cruzada entre estos receptores [343]. La evidencia
de la regulacion cruzada de las vias es numerosa y no solo implica a los TLRs sino también otros
PRR de diferentes familias (revisado en [88]). Por tanto, cuando se aplican agonistas de PRRs en el
contexto de la infeccion, la estimulacion del agente terapéutico debe ser compatible con la de la
infeccion natural en términos de permitir la generacion de una respuesta protectora, procurando
evitar efectos negativos que puedan resultar de la induccién de tolerancia entre las vias requeridas
para desencadenar los mecanismos efectores, asi como efectos sinérgicos que puedan potenciar la

exacerbacion patolégica de la inflamacion.

Mecanismos de proteccion implicados en el empleo de
flagelina como agente terapéutico por ruta intranasal y

sublingual

Estudio de los principales actores del efecto terapéutico por ruta intranasal.

Flagelina fue el PAMP que confiri6 mayor proteccion contra la neumonia invasiva cuando fue
administrada por ruta intranasal conjuntamente con la infeccion. Se destaca ademas el hecho de que
fue empleada en una dosis mas baja que cualquiera de los otros agonistas probados. La proteccion
estimulada por flagelina fue independiente de las caracteristicas genéticas de los animales
empleados, induciendo la proteccidon en varias cepas de ratones y frente a dos tipos capsulares

diferentes de neumococo.

La induccién de proteccion funcioné en una ventana temporal acotada, sugiriendo una activacion
transitoria de los mecanismos inmunes. En consistencia con ello, el andlisis del perfil transcripcional y
del reclutamiento leucocitario en pulmones, demostré que la instilacién intranasal de flagelina durante
la infeccion provoca un aumento importante de los mensajeros de quimioquinas y citoquinas
proinflamatorias, que es acompafado de la infiltracién masiva pero transitoria de neutréfilos hacia el

parénquima pulmonar y los espacios alveolares. La cantidad de neutréfilos en las vias aéreas retorné
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a los valores normales antes de las 48 horas. Ademas, del andlisis histoldgico se pudo concluir que
en los animales tratados con FIiC, la arquitectura del pulmén retornaba a la normalidad tan pronto

como 7 dias tras haberse producido la infeccion.

Se determin6 que el mecanismo de proteccion no requiere de componentes de la inmunidad innata
como ser células B, T, o anticuerpos, pero si depende de los neutréfilos. Esto es interesante ya que
tanto las células T como los anticuerpos naturales han sido implicados en la proteccion temprana

contra neumococo[66,258].

A pesar de la importancia de los neutréfilos en la proteccién, no pudo demostrarse que flagelina
tuviese efectos directos sobre dichas células, al menos en términos de modificar su capacidad de
activar el estallido respiratorio. Otros autores si han descrito efectos directos de flagelina sobre los
PMN. Como ya se mencion6 antes, en esos estudios flagelina indujo cambios en la expresién de L-
selectina, cambios morfoldgicos asi como aumento de la capacidad fagocitica y del estallido
respiratorio [82]. Dado que el disefio experimental en dicho trabajo es diferente al aqui empleado,
resulta dificil distinguir si la discrepancia es relevante o si obedece a condiciones experimentales no
comparables. Otros han reportado que flagelina es capaz de retrasar la apoptosis de estas células lo

que podria mejorar el efecto antimicrobiano favoreciendo su accion por tiempo mas prolongado [344].

El epitelio de las vias respiratorias juega un rol esencial en el reconocimiento de los motivos
bacterianos y en la respuesta frente a la infeccion. Actda como primera linea de defensa frente a la
invasion de patodgenos, desencadenando la produccion de una importante bateria de productos
solubles que abarcan desde péptidos antimicrobianos, hasta las quimioquinas y citoquinas que
orquestan el reclutamiento y activacion leucocitaria (revisado en [24]). La contribucion del epitelio en
el reconocimiento de agonistas de TLRs y entre ellos de flagelina, se ha puesto en evidencia en
estudios con ratones quiméricos que presentan células epiteliales deficientes en receptores de tipo
Toll. Estos estudios apoyan un rol casi exclusivo del epitelio mucoso en la respuesta inmune contra
la infeccién y subrayan la importancia de las células epiteliales en la respuesta frente a flagelina
[261,263,345].

Se plante6 entonces la hipétesis de una activacion indirecta de los neutr6filos a través de la
produccion de citoquinas y quimioquinas por parte de las células epiteliales capaces de reconocer
flagelina por medio de TLR5. La linea celular derivada de epitelio de pulmén A549, que presenta las
caracteristicas de los neumocitos tipo Il presentes en el pulmén normal, respondieron intensamente a
la estimulacion con flagelina, lo que se evidenci6é por el aumento de mensajeros de Cxcl8, Ccl20,
Cxcl2, Tnfa, entre otros, en una cinética similar a la observada in vivo en los pulmones de los
animales tratados con FIliC. Otros trabajos han mostrado que la estimulacion de células epiteliales
intestinales con flagelina, determina un perfil transcripcional similar en estas células al observado en
el epitelio pulmonar [346,347] lo que podria sugerir una respuesta prototipica del epitelio ante
flagelina. Como continuacion de los trabajos iniciados en esta tesis, hemos comenzado a trabajar en
la puesta a punto de sistemas de cocultivo celular con la linea epitelial A549 y neutréfilos humanos

con el fin de determinar la capacidad del epitelio estimulado con FliC de activar a los PMN. Mediante
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el empleo del sistema de cultivo en transwell (que consiste en el cultivo de los dos tipos celulares en
compartimientos separados por una membrana microporosa) pretendemos determinar si la activacion
puede suceder a través de factores solubles, por ejemplo citoquinas y quimioquinas o si requiere una
interaccién de contacto entre ambos tipos celulares. Para evaluar mas precisamente este Ultimo
escenario, es posible que se requiera ademas de sistemas de triple cultivo con células endoteliales,
ya que la expresién de integrinas en estas células es también un factor importante en la activaciéon de
los neutrofilos. Estos ensayos permitiran estudiar diferentes aspectos de la activacion de los PMN,
permitiendo incluso medir su capacidad migratoria a través de ensayos de transmigracion como los
descritos en [348,349]. Cabe ademas destacar que el cultivo de las células epiteliales en este tipo de
sistemas favorece la polarizacion de las mismas, donde se distinguen el borde apical y basolateral de
las mismas tal y como sucede in vivo con el epitelio. Es interesante destacar que la diferenciacion por
cultivo en transwell aumenta la capacidad de otras lineas celulares epiteliales de responder frente a
estimulo inflamatorios. En particular, la linea epitelial Caco-2 es capaz de aumentar la produccién de
citoquinas inflamatorias en respuesta a la estimulacion con Salmonella[350]. Seria interesante
evaluar si esto también tiene lugar en las células A549 ya que podria determinar cambios en el perfil

transcripcional y en su capacidad de respuesta frente a flagelina.

Importancia de lograr una activacion controlada de la respuesta inflamatoria

en el tratamiento local.

Otro aspecto importante a destacar, es que flagelina indujo el aumento en genes antiinflamatorios
tanto cuando fue administrada in vivo en los pulmones, como in vitro en las células. El aumento
correspondié a los mensajeros de 1110 y A20, ambos de gran importancia en la regulacién de la
respuesta inflamatoria. La respuesta antiinflamatoria resulta tan importante como la induccién de la
inflamacion, dado que el mantenimiento de la homeostasis es fundamental en las vias aéreas[26].
Estudios de microarreglos en pulmones de animales previamente tratados con flagelina realizados
por nuestros colaboradores en el Institut Pasteur de Lille, han mostrado que conjuntamente a la
activacion de genes inflamatorios, flagelina induce un programa de retorno a la homeostasis que
involucra el aumento de varios mensajeros codificantes para reguladores negativos de la inflamacion
[284]. Entre ellos, ademas de A20, se encuentran ZPF36, IkBa y ATF3, lo cuales en conjunto ofrecen
varios puntos de control para prevenir la exacerbacién de la respuesta. IxBa resulta particularmente
importante en la regulacion de la via de NFkB, ya que es el factor que impide la translocacion nuclear
de NF«B y por tanto la transcripcién de genes inflamatorios desencadenada por la activacion de las
vias de sefializacion de muchos receptores innatos. ATF3 y ZPF36 estan involucrados en el control
de la transcripcién de genes como 116, Cxcll, Cxcl2 y Tnfa y son de gran importancia en el control de
la inflamacién a nivel respiratorio. La capacidad de inducir un programa de retorno a la homeostasis
resulta una cualidad muy importante para cualquier agente inmunoestimulante que pretenda
emplearse como agente terapéutico en las vias respiratorias, dado que el control de la inflamacién

resulta central para la funcion pulmonar.

143



Tratamiento de la neumonia mediante la aplicacion de flagelina en una

mucosa distante: beneficios de la terapia sublingual.

La eficacia de flagelina como agente terapéutico contra la neumonia aplicada por ruta sublingual,
brinda una alternativa de tratamiento mas segura en términos de disminucién de potenciales efectos
de toxicidad en el sistema nervioso central asociados con la aplicacion de compuestos por via

intranasal.

En términos generales, la activacion de las defensas innatas en los pulmones tras la aplicaciéon de
FIliC sublingual mostré un perfil similar al observado en el tratamiento intranasal en términos de la
cinética de produccién de las quimioquinas Cxcll y Ccl20, asi como para la 116. Cuando el
tratamiento fue administrado con las bacterias, nuevamente se observdO una induccion
significativamente mayor en los mensajeros de 1116 y Cxlcl con respecto al grupo que solamente
recibid la infeccién. Aunque la magnitud de la induccion fue menor que la observada para el caso
intranasal y a pesar de que mensajeros de otras importantes citoquinas inflamatorias como Tnfa no
se incrementaron de forma significativa en el grupo control respecto al tratado, la respuesta inducida

fue suficiente para proteger al 50% de los animales desafiados.

Es importante destacar que en el caso de la administracion sublingual, la eficacia de la pre-
administracion se vio mas acotada en el tiempo respecto a lo observado para la terapia intranasal, lo
gue indica que la duracion del efecto es alin mas limitada que la observada para la intranasal. Sin
embargo, esto no se asocié con un aumento de los mensajeros de 1110 en los pulmones, lo que
sugiere que la terminacion de la respuesta no se da del modo propuesto para el tratamiento
intranasal. Quizas, debido a que la activaciéon se da en un sitio distante a la mucosa respiratoria los

mecanismos de control de la misma también tengan lugar en el sitio de aplicacién de FIliC.

Dado que los neutréfilos también resultaron células claves en la proteccion y migraron en mayor
ndmero hacia los alvéolos de los animales tratados durante la infeccién, surge nuevamente la
interrogante de cual es el mecanismo por el que estas células son activadas de modo de eliminar
efectivamente las bacterias. En el Capitulo IV se plantearon 3 hipé6tesis que podrian explicar el
mecanismo de accion de flagelina, manejandose por una parte el pasaje directo de la proteina al
torrente sanguineo que subsecuentemente permitiria la activacion directa de la mucosa pulmonar, o
bien la activacion directa de la mucosa sublingual que a su vez podria preactivar los neutrdfilos en la

circulacién cercana, o una combinacién de ambos fendmenos.

Aunque la ruta sublingual ha sido clasicamente empleada para la entrega de pequefias moléculas
gue difunden a través de la mucosa y son dirigidas directamente al torrente sanguineo, este tipo de
transporte es eficiente para moléculas de bajo peso molecular de hasta 300 Da. Las moléculas de
tamafio mayor a 1000 Da ya no atraviesan la barrera mucosa por difusion, el cual seria el caso para
una proteina del tamafo de flagelina[351]. De no atravesar el epitelio y dado que la saliva contiene
aminopeptidasas, es altamente posible que una fraccién de la flagelina sea hidrolizada por ellas. La

hidrdélisis podria o bien generar fragmentos con actividad biolégica de un tamafio suficientemente
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pequefio como para atravesar la mucosa y alcanzar el torrente sanguineo, o bien degradarla
disminuyendo la capacidad de FIiC de estimular al epitelio desde el lado apical, caso que parece mas
probable porque el tipo de perfil transcripcional observado en los pulmones no coincide con el que se
observa cuando flagelina se aplica por via sistémica [284]. Por tanto, el escenario mas probable seria
el planteado en la segunda hipétesis, donde flagelina podria ejercer su funcién directamente sobre
las células epiteliales de la mucosa, estimulandolas desde la cara apical y provocando la secrecion

local de citoquinas.

La activacion completa de los neutrofilos requiere de dos pasos: i) preactivacién por parte de
guimioquinas de la familia ELR-CXC, contacto con el endotelio activado o citoquinas como TNF-a o
IL1-B y ii) activacion en el sitio de infeccién o dafio por PAMPs, DAMPs u otros factores similares.
Diferentes estudios han sugerido que en caso de ser preactivados los neutréfilos pueden circular en
ese estado por algunas horas a través de todo el organismo. Se postula que el pulmén cumple una
funcion importante en la desactivacién de los PMN preactivados [47]. Entonces, cuando ocurre la
preactivacion en cualquier sitio anatémico, los PMN circulan y de no encontrar a segunda sefial que
determine su activacion completa antes de llegar a los pulmones o en los propios pulmones, lo
mismos retornan a su estado de activacion basal y vuelven a la circulacion. Si bien el mecanismo de
desactivacion exacto se desconoce, el mismo es importante para prevenir la activacion
descontrolada de estas células con alto potencial destructivo. Si en cambio, los neutréfilos
preactivados llegan a un sitio donde encuentran segundas sefiales por ejemplo por presencia de un
microorganismo, se activaran inmediatamente, incluso en el pulmoén si es alli donde reside el agente
invasor (revisado en [47,52]). Esta secuencia de eventos podria estar teniendo lugar en la terapia
sublingual, mas aln si consideramos que la sangre de la red de vasos sanguineos de la mucosa
sublingual es colectada por la vena yugular y dirigida a través del sistema cava superior al corazon,
para ser enviada directamente hacia los pulmones. Por tanto, de existir una infeccién pulmonar, los
neutrofilos preactivados colectados desde la zona sublingual serian dirigidos directamente hacia el

sitio de infeccién donde se daria su activacion total.

Este escenario explicaria también el hecho de que no se observe proteccion cuando FIliC es
administrada 12 horas antes de la infeccion. Puesto que la vida media de los neutréfilos en
circulacién varia entre 4 y 6 horas, de ocurrir el tratamiento 12 horas antes que la infeccion, los
neutrofilos preactivados por la aplicacién de FIliC sublingual ya habrian sido removidos de la

circulacion o desactivados en el momento de realizado el desafio.

Resta realizar ensayos para corroborar estas hipotesis, sin embargo la corta vida de los neutrofilos y
la dificultad para purificarlos y marcarlos ex vivo para realizar ensayos de transferencia y seguir su
distribucion anatémica dificulta la investigacion. Otra opcién podria ser comenzar con el marcado
fluorescente de flagelina para al menos determinar si la proteina actia localmente o es translocada a
través del epitelio sublingual y dirigida a otras localizaciones anatémicas, entre ellas los pulmones.
Asimismo, queda por ensayar la eficacia de la administracion sublingual de flagelina en algin tipo de

formulacién que prevenga su degradacién o simplemente en conjunto con inhibidores de las
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aminopeptidasas para corroborar si esta estrategia puede aumentar la proteccién frente a la

neumonia neumocdcica.

Conclusion general sobre el potencial de la terapia anti-infecciosa con

flagelina en la prevencion de las infecciones respiratorias.

Otros autores han mostrado que el tratamiento intranasal con flagelina mejora el pronéstico de las
infecciones pulmonares causadas por Pseudomonas aeruginosa o Burkholderia cepacia[107,226].
Interesantemente, en el caso de P. aeruginosa, la proteccion no dependié del reclutamiento de
neutrofilos, sino de la produccion de un péptido antimicrobiano CRAMP. En el caso de B. cepacia se
observ6 aumento del reclutamiento de neutréfilos asi como también capacidad fagocitica aumentada
por parte de los macrofagos alveolares. Esto indica que los mecanismos inmunes inducidos por
flagelina pueden ser variables de acuerdo al patdégeno que esté infectando la mucosa. Por otra parte,
dado que las flagelinas empleadas en los estudios mencionados y el aqui presentado fueron aisladas
de diferentes origenes (P. aeruginosa, E. coli y S. Typhimurium respectivamente) seria importante
definir si la diferencia en los efectos observados esta relacionada a las diferencias en las flagelinas

de los diferentes patogenos.

De forma general podemos concluir que flagelina presenta importantes cualidades que la sefalan
como un buen candidato para continuar explorando su potencial uso en la clinica fundamentalmente
para el tratamiento de las infecciones respiratorias de etiologia bacteriana. Flagelina podria ser
empleado como agente terapéutico de forma independiente o en combinacidon con las terapias
actuales, por ejemplo para el tratamiento de infecciones por parte de bacterias resistentes a los
antibiéticos. El tratamiento intraperitoneal con flagelina en combinaciéon con antibiéticos fue
beneficioso para el tratamiento de la infeccién intestinal con Enterococcus faecium resistente a la
vancomicina[352]. Resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio indican que la instilacion
intranasal de flagelina en ratones infectados con S. pneumoniae y tratados con dosis sub-6ptimas de
de antibiético, mejoran el prondstico de la infeccion aumentando la sobrevida de los animales que

reciben el tratamiento combinado.

Otra alternativa de aplicacién clinica podria ser el empleo de flagelina en combinacion con la
administracién de inmunoglobulina endovenosa para el tratamiento de la neumonia invasiva. De este
modo el aporte de anticuerpos (algunos de ellos con reactividad para algunos epitopes presentados
por neumococo) aunque fuesen de baja afinidad, podria en conjunto con la activacion de los
neutrofilos inducida por flagelina, aumentar la sobrevida de los pacientes favoreciendo la rapida
eliminacién de las bacterias. Resta ademas por estudiar el potencial de flagelina en el contexto de la
colonizaciéon nasal y determinar si puede ser empleada para disminuir la presencia de neumococo en

la nasofaringe y de este modo reducir la circulacién en la poblacion.
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Flagelina como adyuvante para vacunas de aplicacion

sublingual

La vacunacion mucosa presenta grandes ventajas respecto a la vacunacion parenteral, en particular
para prevenir las enfermedades causadas por patégenos que emplean como puerta de entrada las
mucosas. Las vacunas mucosas son capaces de inducir respuestas de anticuerpos a nivel sistémico
al igual que las parenterales, pero adicionalmente inducen respuestas en las superficies mucosas, en
particular promoviendo la produccion de IgA secretoria (slgA). Normalmente, tras la inmunizacion en
mucosas se produce una respuesta de anticuerpos especificos del tipo IgG en suero y de sIgA que
se transloca hacia el lumen del érgano donde se indujo la respuesta en primer lugar. Pero la
respuesta no solo esta confinada al sitio de inmunizacion, sino que también puede observarse en
mucosas distantes. Esto ocurre gracias a la organizacién particular del sistema inmune de las
mucosas que se puede describirse como una serie de “compartimentos interconectados o
integrados”. Esta interconexién esta asociada a la generacion de linfocitos caracterizados por la
expresion de la integrina a4p7 y el receptor CCR10, que al salir del ganglio, migran preferentemente
a través de las mucosas y promueven de este modo la respuesta en sitios distantes al de la
vacunacion[353-355].

Sin embargo, no todas las mucosas son equivalentes en el sentido que segun sea el sitio de la
inmunizacion, cada una favorecera la respuesta en algunas mucosas distantes pero no en otras. La
vacunacién sublingual ofrece una alternativa ventajosa para inducir inmunidad en la mucosa
respiratoria y de alli nuestro interés en el estudio de esta via. Aunque la vacunacién sublingual ofrece
varias ventajas comparada con la intranasal (principalmente en términos de mayor seguridad) y
comparada con la oral (puesto que evita la degradacion de antigenos y por tanto requiere dosis
menores), no existe al presente ninguna vacuna de aplicacion sublingual aprobada para uso
humano[112,114,353].

Los antecedente clinicos mas cercanos que existen acerca del uso de la ruta sublingual como via de
inducir proteccién contra las infecciones proviene del uso de lisados bacterianos[117-119].Sin
embargo, la falta de estudios clinicos que avalen la eficacia de estas terapias y las dificultades que
se presentan al intentar elucidar las vias de sefializacion activadas por las complejas preparaciones

que constituyen los lisados, ha disminuido su uso clinico.

La vacunacion sublingual ha mostrado ser segura incluso para la aplicacion de una vacuna basada
en virus influenza con capacidad replicativa normal en ratones [300]. Sin embargo, la tendencia de
las dltimas décadas apunta hacia la formulacién de vacunas basadas en compuestos purificados, ya
gue se entiende que las mismas son mas seguras en comparacion al empleo de microorganismos

vivos atenuados, muertos, o lisados derivados de los mismos.
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Dado que la principal limitante para la formulacién de vacunas a subunidad es la falta de
adyuvantes, nos propusimos evaluar la capacidad de flagelina como adyuvante para vacunas de

aplicacion sublingual.

En conjunto, los resultados obtenidos demostraron que la administracion sublingual de flagelina en
conjunto con un antigeno proteico modelo, la OVA, favorece la generacion de anticuerpos
especificos en suero con un perfil combinado de IgG1, IgG2a e IgG2b, ademéas de observarse el
aumento en el titulo sérico de IgM especifica. Al presente se estan conduciendo ensayos de
vacunacioén para determinar la capacidad de las formulaciones con flagelina de inducir respuestas de
slgA en lavados broncoalveolares y nasales y también para determinar el perfil de activacién de los

linfocitos tras la vacunacion.

Resulta interesante destacar que la vacunacion conjunta con OVA y flagelina indujo mayor
proliferacion de linfocitos T-CD4" en los ganglios drenantes de la mucosa sublingual. Sin embargo, se
desconoce el potencial de flagelina para inducir también la proliferacion de células T-CD8*. Cuburu y
colaboradores reportaron la proliferacion de linfocitos T-CD8* tras la inmunizacién de ratones con
OVA en conjunto con toxina colérica como adyuvante. La generacion de inmunidad celular de este
tipo resulta interesante para la prevencion de enfermedades respiratorias causadas por virus como
ya se ha demostrado para influenza [300] y por tanto también son de gran interés para la prevencion
de infecciones del tracto respiratorio y la formulacién de vacunas que en un mismo evento de
inmunizacion puedan quizas incorporar antigenos de diversos patégenos que requieran tanto

desarrollo de respuestas T-CD4* comoT-CD8".

Otro aspecto interesante en el que resta seguir profundizando es definir cual es el modo de accion
del efecto adyuvante cuando la vacunacion se produce por ruta sublingual. Como ya se mencioné
antes, en sus estudios de tesis doctoral, Laurye Van Maele propuso que la capacidad adyuvante de
flagelina administrada por ruta intranasal con OVA como antigeno, depende de las células epiteliales
y sucede de forma practicamente independiente de las células de origen hematopoyético. En el
modelo planteado por Van Maele, la activacion del epitelio pulmonar via de TLR5 activaria
subsecuentemente a las células presentadoras [284]. En cambio otros autores han planteado que el
efecto adyuvante de flagelina se debe a su capacidad de activar directamente las células dendriticas

también en un mecanismo dependiente de TLR5 [345,356].

En este trabajo se encontré que flagelina induce el aumento moléculas coestimuladoras en células
dendriticas de médula 0sea, pero se desconoce la relevancia fisiolégica de esta observacion. En el
futuro se realizaran ensayos para estudiar diversos aspectos de la vacunacién sublingual empleando
flagelina como adyuvante, entre ellos: el perfil transcripcional en las mantas sublinguales tras la
administracion del antigeno solo o en conjunto con flagelina, el tipo de células reclutadas a la zona
de inmunizacion y su capacidad de capturar antigenos, la capacidad de las células dendriticas
derivadas de médula G6sea y pulsadas con el antigeno en presencia de FIiC al ser transferidas a

ratones virgenes que seran posteriormente inmunizado por ruta sublingual.
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De este modo seguiremos avanzando en la compresion de los mecanismos inmunolégicos que
puedan ser relevantes para inducir proteccion contra patégenos respiratorios. Naturalmente, el
primer paso sera profundizar en la vacunacién empleando el toxoide derivado de la citolisina de
neumococo ya probado y determinar las condiciones en el protocolo de vacunacion que promuevan
inmunidad protectora frente a la neumonia neumocoécica aguda asi como frente a la colonizacion

nasofaringea.

Reconocimiento redundante de flagelina: requerimiento de TLR5 NLRC4-
NAIP5 0 ambos.

En el afio 2001 por primera vez Hayashi y colaboradores demostraron que los efectos
proinflamatorios asociados al mayor componente del flagelo bacteriano, la flagelina, eran mediados
por el receptor TLR5 [94]. No fue hasta casi 7 afios mas tarde que se presentd evidencia definitiva
gue mostraba que flagelina podia también ser reconocida en el citosol celular por uno de los NLRs, el
NLRC4 o iPAF [357]. Casi inmediatamente otro trabajo reportaba que otro receptor del inflamasoma,
NAIP5 participaba también del reconocimiento de flagelina [91]. En los Ultimos afios lograron
definirse las regiones responsables en la molécula de flagelina responsables de la sefializacion a
través de dichos receptores, permitiendo la generacién de proteinas mutantes que en conjunto con la
generacion de ratones deficientes en TLR5, NLRC4 y NAIP5 han permitido estudiar la contribucién

de cada uno en los diferentes efectos biologicos de flagelina (revisado en [358]).

Interesantemente, en la mucosa pulmonar TLR5 aparece como el receptor primordial de flagelina
donde media la rapida activacion del epitelio para la produccién de quimioquinas y citoquinas
inflamatorias que culminan en el reclutamiento masivo de fagocitos [263]. Tal parece ser el caso de la
proteccion mediada por flagelina frente a la neumonia neumocdcica cuando es aplicada localmente.
Empleando los mutantes de flagelina deficientes en la sefializacion por NLRC4-NAIP5 pero
funcionales para TLR5, observamos proteccion total contra el desafio letal con neumococo. El caso
del mutante complementario, deficiente para la sefializacién via TLR5 pero no para NLRC4-NAIP5 no
confirié proteccion, confirmando la importancia de TLR5 en la proteccién. Del mismo modo, TLR5

pero no NLRC4-NAIP5 fue requerido para inducir proteccion sublingual.

Por el contrario, la sefializacion por uno solo de los receptores fue suficiente para inducir la
produccion de anticuerpos especificos contra OVA cuando flagelina se empled por ruta sublingual.
Este resultado esta en acuerdo con un trabajo muy reciente que demostré lo mismo para el empleo
de flagelina como adyuvante en la vacunacién parenteral junto con OVA [335], lo que en conjunto
sugiere que la capacidad indistinta de mediar el efecto adyuvante no depende de la via de aplicacion.
Si bien es altamente probable que cuando la flagelina se aplica por ruta mucosa las células
epiteliales medien ambos efectos, las células hematopoyéticas serian seguramente las principales

responsables de mediar la respuesta sistémica.
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Por el contrario, para la inmunizacion intranasal Van Maele describié un rol primordial de TLR5 y del
componente epitelial [284], lo que podria estar dando cuenta de un mecanismo diferente al que opera

en las vias parenteral y sublingual.

Avanzar en la elucidacion del mecanismo adyuvante por cada ruta es importante y uno de los
abordajes posibles y capaces de aportar evidencia definitiva sobre el rol de cada receptor, es el
empleo de animales deficientes en cada uno de ellos y la generacién de animales quiméricos que
presenten diferente expresion de uno u otro receptor en las células estromales o hematopoyéticas.
Se procurara avanzar en colaboraciones internacionales que permitan este abordaje experimental
para poder obtener mayor informacién sobre este importante aspecto del modo de funcionamiento de

flagelina como adyuvante.

Resta por obtener evidencia adicional sobre el rol del complejo NLRC4-NAIP5 y de los receptores
individuales en el efecto adyuvante. En este trabajo se empled la estrategia de la generacion de
flagelinas mutadas en las regiones descritas como necesarias para la sefializacién por cada receptor
de modo de eliminar su capacidad de sefalizar por uno u otro. De momento, la evidencia indica de
manera bastante contundente que la mutacién de la secuencia de aminoacidos 89 a 95 elimina
totalmente la sefalizacion por TLR5 y por tanto consideramos que los resultados obtenidos

empleando los mutantes FliCATLR5 son definitivos.

Sin embargo, aunque el mutante de flagelina FIICANLRC4, portador de una delecién de los 3
aminoacidos C-terminales reportados como necesarios para la activacion de NLRC4-NAIP5, no
mostré capacidad de activar el inflamasoma cuando fue testeada en macréfagos, la nueva evidencia
propuesta por el grupo de Halff y colaboradores [100] obliga reevaluar el rol de NAIP5. Este grupo
encontré recientemente que flagelinas mutadas en la regién responsable de la activacion del
inflamasoma retenian cierto grado de actividad a pesar de no contar con las 3 leucinas C-terminales
y sugieren que otros aminoacidos de la regién N-terminal pueden ser importantes. No obstante, el
mutante FIICANLRC4 no mostré actividad residual segin los ensayos realizados en por el Dr. Jean
Claude Sirard en colaboracién con el Dr. Mohamed Lamkanfi (comunicacion personal del Dr. Sirard).
Ademas este mutante fue generado mediante delecion de los 3 aminoacidos C-terminales mientras
que el empleado en los ensayos de Halff y colaboradores emplearon un mutante con las
sustituciones L491A, L493A y L494A, lo que podria dar cuenta del efecto residual observado por
dicho grupo. En el entendido de que nuestro mutante no tuvo actividad residual, lo que estaria
implicando que no hubo activacion del inflamasoma de NLRC4, se entiende que NAIP5 no tendria un
rol relevante ya que hasta el momento la accién de NAIP5 se ha descrito asociada a la formaciéon de
un complejo multiproteico junto con NLRC4 pero no sola. De hecho Halff y colaboradores
demostraron que aun en presencia de flagelina, NAIP5 no es capaz de desencadenar la activacién

del inflamasoma en ausencia de NLRCA4.

El determinar el rol de cada receptor es importante ya que tiene implicancias desde el punto de vista
del disefio de flagelinas recombinantes a ser empleadas en el desarrollo de las terapias. Una

comprension clara del rol de cada receptor permitiria disefiar estrategias para activar en cada caso la
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respuesta mas conveniente empleando mutantes capaces de sefializar por una Unica via seguin sea
el objetivo de la terapia, sin que deba correrse el riesgo de activar vias no requeridas para el efecto

buscado y que puedan favorecer respuestas inflamatorias exacerbadas.
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Conclusion final.

En conjunto, los datos presentados en esta tesis y los aportados por la literatura, refuerzan la nocion
del gran valor de flagelina como candidato para el desarrollo de inmunoterapias de tratamiento y
prevencion de las infecciones respiratorias. Como mensaje final, quisiera destacarla importancia de
continuar avanzando en la caracterizacion de los efectos biologicos de esta molécula en modelos
preclinicos, que puedan aportar evidencia suficiente para promover en el futuro el desarrollo de
estudios clinicos que validen su eficacia como agente terapéutico y como adyuvante en seres

humanos.
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Introduce a Foreign Body in the Murine Bladder and Say Hello to Persistent Enterococcal Urinary Tract
Infections

Enterococcus species are predominant causative agents of catheter-associated urinary tract infections (CAUTIs). How-
ever, the scarcity of appropriate animal models hinders the investigation of enterococcal uropathogenesis. By optimizing
a murine model of CAUTI, Guiton and colleagues (p. 4166-4175) show that the presence of a foreign body in the murine
bladder induces histological changes, allows biofilm formation, and predisposes the bladder and kidneys to persistent
enterococcal colonization. They also demonstrate that virulence in this model is independent of autolytic processes but
requires the housekeeping gene encoding sortase A (SrtA). This murine model provides a valuable tool for uncovering
novel biofilm and virulence determinants of enterococcal CAUTIs.

Humoral Immunity Correlates with Protection from Prneumocystis Colonization and COPD in a Simian Model of
HIV Infection

Pulmonary colonization by Pneumocystis species is common in HIV-positive subjects and has been associated with
development of chronic obstructive pulmonary disease (COPD). In this study, Kling and colleagues (p. 4320-4330)
evaluate immunologic parameters associated with susceptibility to Preumocystis jiroveci colonization in a simian-human
immunodeficiency virus (SHIV) model. SHIV-infected macaques colonized with P. jiroveci develop COPD whereas
macaques infected with SHIV alone have normal lung function. Macaques develop a humoral immune response to a
Pneumocystis kexin-like protease, KEX1, in response to natural exposure to P. jiroveci, and low baseline anti-KEX1 titers
predict susceptibility to colonization and development of COPD following immunosuppression. These results suggest
that low KEX1 antibody titers may be a novel marker of risk of subsequent Preumocystis colonization and development
of COPD independent of CD4* T-cell counts.

Microbes To Fight Microbes: Protecting against Streptococcus pneumoniae by Activation of Innate Defenses Using
Microbe-Associated Molecular Patterns from Other Pathogens

Streptococcus pneumoniae remains the leading cause of community-acquired pneumonia worldwide. Innate defenses are
essential to control pneumococcal infection, and several Toll-like receptors (TLRs) are involved in early detection and
clearance of pneumococcus from the lungs. Using purified flagellin from Salmonella enterica serovar Typhimurium,
Muifoz and colleagues (p. 4226-4233) show that stimulation of innate immunity in the lung by a TLR that is not naturally
engaged by S. pneumoniae can be highly protective against pneumonia caused by this organism. Protection is dependent
on TLRS signaling and polymorphonuclear leukocyte recruitment but independent of antibodies and T and B cells. This
work highlights the potential of the alternative activation of innate defenses with microbe-associated molecular patterns
(MAMPs) to control infections.
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Streptococcus pneumoniae is a major cause of pneumonia in infants and the elderly. Innate defenses are
essential to the control of pneumococcal infections, and deficient responses can trigger disease in sus-
ceptible individuals. Here we showed that flagellin can locally activate innate immunity and thereby
increase the resistance to acute pneumonia. Flagellin mucosal treatment improved S. pneumoniae clear-
ance in the lungs and promoted increased survival of infection. In addition, lung architecture was fully
restored after the treatment of infected mice, indicating that flagellin allows the reestablishment of
steady-state conditions. Using a flagellin mutant that is unable to signal through Toll-like receptor 5
(TLRS), we established that TLRS signaling is essential for protection. In the respiratory tract, flagellin
induced neutrophil infiltration into airways and upregulated the expression of genes coding for interleukin
6 (IL-6), tumor necrosis factor alpha (TNF-a), CXCL1, CXCL2, and CCL20. Using depleting antibodies,
we demonstrated that neutrophils are major effectors of protection. Further, we found that B- and
T-cell-deficient SCID mice clear S. pneumoniae challenge to the same extent as immunocompetent animals,
suggesting that these cell populations are not required for flagellin-induced protection. In conclusion, this
study emphasizes that mucosal stimulation of innate immunity by a TLR not naturally engaged by S.

pneumoniae can increase the potential to cure pneumococcal pneumonia.

Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) causes respira-
tory infections among infants and the elderly worldwide (40,
44). Capsular polysaccharide is the main virulence factor, and
its composition defines 91 serotypes of pneumococcus (42).
Certain serotypes colonize the human nasopharynx asymptom-
atically, representing a reservoir for interindividual transmis-
sion of the bacteria. In some individuals, colonization may
progress to pneumococcal pneumonia and invasive disease (19,
36). In contrast, other serotypes, such as serotype 1, are rarely
associated with colonization but cause invasive infections (28).

Activation of innate defenses is essential for the control of
pneumococcal infection (1, 20). Toll-like receptor 2 (TLR2),
TLR4, and TLRY, as well as the adaptor MyD88, participate in
the early detection and clearance of pneumococcus in the lungs
(reviewed in reference 42). The cytosolic receptors Nod1 (nu-
cleotide-binding oligomerization domain 1) and Nod2 are also
involved in the recognition of pneumococci (29). TLR signal-
ing activates mucosal innate responses that culminate with the
recruitment of phagocytes, such as polymorphonuclear neutro-
phils (PMN) and macrophages, and the production of micro-
bicidal agents (for a review, see reference 8). This process
triggers rapid eradication of the pathogen by phagocytosis as
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well as by extracellular killing. In MyD88-deficient animals,
S. pneumoniae is unable to intrinsically trigger any PMN
recruitment into the airways, and animals thus have in-
creased susceptibility to pneumonia (1). The contribution of
TLR signaling in humans has been highlighted by a recent
study showing that some MyD88 polymorphisms are associ-
ated with increased susceptibility to pneumococcal infection
(43).

The modulation of immunity by the activity of innate recep-
tors to elicit protective responses against infections is an
emerging concept (6, 35). The rationale is to promote innate
responses that greatly exceed in magnitude, quality, and dy-
namics the innate response triggered by the pathogen itself.
The effectiveness of TLR agonists for therapeutic treatment of
infectious diseases has been demonstrated in several animal
models, including models of respiratory infections (6, 21, 35).
TLRS senses bacterial flagellins, which are the main constitu-
ents of flagella. Various cells of the pulmonary tract, including
the epithelial cells (14, 33), express TLRS, and mucosal ad-
ministration of flagellin induces MyD88-dependent signaling,
characterized by the swift production of various proinflamma-
tory cytokines and chemokines (3, 10, 15, 16, 27, 33), as well as
by rapid and heavy neutrophil infiltration into the airways (2,
10, 16). Although S. pneumoniae does not have flagella, we
hypothesized that activation of TLRS signaling may promote
new and appropriate protective innate defenses against ongo-
ing acute pneumococcal infections. Here we report that local
stimulation of innate immunity by flagellin from Salmonella
enterica serovar Typhimurium blocks the progression of pneu-
mococcal pneumonia in mice.
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TABLE 1. Sequences of primers used for qRT-PCR

Gene name Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3") leigt)l?légtp)
Actb GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGT CGTCATCCATGGCGAACTG 68
Cxcll CTTGGTTCAGAAAATTGTCCAAAA ACGGTGCCATCAGAGCAGTCT 84
Cxcl2 CCCTCAACGGAAGAACCAAA CACATCAGGTACGATCCAGGC 72
Ccl20 TTTTGGGATGGAATTGGACAC TGCAGGTGAAGCCTTCAACC 69
14 ACAGGAGAAGGGACGCCAT GAAGCCCTACAGACGAGCTCA 95
116 GTTCTCTGGGAAATCGTGGAAA AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 78
1l17a CTCCAGAAGGCCCTCAGACTAC GGGTCTTCATTGCGGTGG 69
1ni7f CCCATGGGATTACAACATCACTC CACTGGGCCTCAGCGATC 66
1123a GCCCCGTATCCAGTGTGAAG CGGATCCTTTGCAAGCAGAA 78
Tgfbl GCTGAACCAAGGAGACGGAAT GAGTTTGTTATCTTTGCTGTCACAAGA 76
Tnf CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA CCTCCACTTGGTGGTTTGCT 63

MATERIALS AND METHODS

Bacterial preparation. Streptococcus pneumoniae serotype 1 (clinical isolate
E1586) was obtained from the National Reference Laboratory, Ministry of
Health, Montevideo, Uruguay (39). Working stocks were prepared as follows.
Todd-Hewitt yeast broth (THYB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was inocu-
lated with fresh colonies of S. pneumoniae grown on blood agar plates, and the
culture was incubated at 37°C until it reached an optical density at 600 nm
(ODgqp) of 0.7 to 0.9. Cultures were stored at —80°C in THYB plus 12% (vol/vol)
glycerol for as long as 3 months. For mouse infection, working stocks were
thawed, washed with sterile physiological saline solution (saline), and diluted to
the appropriate concentration. The number of bacteria in stocks was confirmed
by plating serial dilutions onto blood agar plates.

Proteins. Native flagellin (FliC) from Salmonella enterica serovar Typhi-
murium SIN22 and recombinant flagellin mutants (FliCy 74 490 and
FliCa174_400/89-96+) Were prepared as described previously (27). Both mutants lack
the hypervariable domain of flagellin, and FliCy, ;74 400/80_0¢+ also carries a fur-
ther amino acid substitution (amino acids [aa] 89 to 96) that prevents TLR5
signaling (27). All proteins contained low levels of lipopolysaccharide (LPS) (less
than 30 pg LPS per pg, as determined with the Limulus assay). In some exper-
iments, trypsin-hydrolyzed FliC (FliC/T) was used as a control. Native FIiC was
heated for 5 min at 65°C before use to ensure that the proteins were mostly
monomers. The dose of flagellin used was 1 pg for all the experiments, since we
and others have previously shown that administration of this dose by the intranasal
(i.n.) route is optimal for eliciting strong local immune activation (15, 16). Further,
unless otherwise specified, FliC, FliC/T, FliCy;74 400, Or FliCa 74 400/89_06+ Was al-
ways coadministered i.n. with the S. pneumoniae suspension. To exclude any
direct effect of flagellin on bacterial viability, viable counts were determined prior
to and after the incubation of S. pneumoniae with the same concentration of
flagellin used for the in vivo assay. There were no significant differences between
the number of bacteria recovered after incubation with flagellin and that recov-
ered under the control condition.

Animal infections. Female mice of the BALB/c, C57BL/6J, and outbred
NMRI strains (6 to 8 weeks old) were obtained from the National Division of
Veterinary Laboratories (Uruguay) or the Janvier Laboratories (France). Fe-
male SCID mice (C.B-17 SCID) were obtained from the Institut Pasteur de Lille
breeding facilities. These mice are characterized by the lack of B and T lympho-
cytes and by agammaglobulinemia. Animals were maintained in individually
ventilated cages and were handled in a vertical laminar flow cabinet (class IT A2;
Esco, Hatboro, PA) for infection. All experiments complied with current na-
tional and institutional regulations and ethical guidelines (CHEA [Universidad
de la Republica, Montevideo, Uruguay] and A59107 [Institut Pasteur de Lille]).
Mice were anesthetized by intraperitoneal (i.p.) injection of 2.2 mg ketamine
(Richmond Vet Pharma, Grand Bourg, Buenos Aires, Argentina) plus 0.11 mg
xylazine (Portinco, Montevideo, Uruguay) in a total volume of 200 ul or by
inhalation of isoflurane (Belamont, SAS, France) using a non-rebreathing anes-
thesia system (DRE Compact 150; DRE Veterinary, Louisville, KY). Bacteria
and flagellins were administered into the nostrils of mice in 20 to 50 pl of saline.
The survival of mice was recorded daily.

For depletion of granulocytes, 100 pg of anti-Gr-1 (RB6-8C5) or an isotype
control (HB152) was administered i.p. 24 h before i.n. challenge with S. pneu-
moniae (24). The anti-Gr1 injection was found to deplete 96.8% =+ 1.2% of PMN
in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid after intranasal flagellin treatment.

Determination of bacterial loads in lungs and spleens. Lungs and spleens were
collected at selected time points after intranasal challenge and were homog-

enized with an Ultra Turrax homogenizer (IKA-Werke, Staufen, Germany).
Viable counts were determined by plating serial dilutions onto blood agar
plates.

Quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR). Lungs were homoge-
nized in Trizol reagent (Invitrogen, CA) with an Ultra Turrax homogenizer and
were stored at —80°C. RNA was extracted according to the manufacturer’s
instructions. Prior to cDNA synthesis, 1 ng total RNA was treated with DNase
I (Invitrogen), and first-strand cDNA synthesis was carried out using random
primers (Invitrogen) and Moloney murine leukemia virus (M-MLV) reverse
transcriptase (Invitrogen). Real-time PCR was performed using a QuantiTect
SYBR green PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany) in a Rotor-Gene 6000 real-
time rotary analyzer (Corbett, Sydney, Australia) according to the following
protocol: 15 min at 95°C, followed by 40 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 1
min. The primers are listed in Table 1 and were used at a final concentration of
0.9 uM. The expression of the gene of interest was normalized by using B-actin
as a housekeeping gene. Results are presented as fold increases in mRNA levels
over those for the saline-treated group.

Determination of PMN infiltration into the airways and lungs. For BAL
sampling, the trachea was cannulated, and 1 ml of phosphate-buffered saline
(PBS) plus 1 mM EDTA was instilled six times and recovered by gentle aspira-
tion; this process was repeated twice. Cells were suspended in FACS-EDTA
buffer (PBS, 0.1% azide, and 1% bovine serum albumin [Sigma-Aldrich] plus 5
mM EDTA). Lung cells were isolated after collagenase and DNase treatment as
previously described (34) and were filtered through a 40-pm-pore-size cell
strainer. Immune cells were separated in a two-layer Percoll (Sigma-Aldrich)
gradient. Briefly, cells were suspended in 35% isotonic Percoll solution, carefully
placed on top of a 70% isotonic Percoll solution, and centrifuged for 30 min at
2,600 X g and room temperature without a brake. The top ring of cells, corre-
sponding mostly to epithelial cells, was discarded, and immune cells were recov-
ered from the ring of cells closest to the 70% Percoll layer. Cells were filtered
using a 100-pm-pore-size cell strainer, washed, and stained for fluorescence-
activated cell sorter (FACS) analysis. Neutrophils were identified by forward
scatter-side scatter (FSC-SSC); by positive staining either for anti-Ly6G (clone
1A8) and anti-Ly6C (clone HK1.4) or for anti Gr-1 (clone R6B8c5), as well as for
anti-CD11b (clone M1/70); and by negative staining for anti-CD11c¢ (clone HL3).
Antibodies were obtained either from BD Biosciences, from BioLegend (San
Diego, CA), or from AbD Serotec (United Kingdom). After fixation with 4%
paraformaldehyde (PFA), flow cytometry data were acquired on a FACSCalibur
cytometer with CellQuest software (version 3.3; BD Biosciences).

Histological analysis. Lungs were fixed in 4% formalin (Sigma-Aldrich) for
24 h and were then embedded in paraffin. Lung blocks were sectioned at a
thickness of 5 wm using a Leica microtome (Leica Microsystems, Wetzlar, Ger-
many) and were adhered to silanized slides. Three mice per group were analyzed.
Six sections from each mouse were stained with hematoxylin and eosin and were
analyzed in a double-blind manner by using a Nikon Eclipse 80i microscope and
a Nikon DS-Ril digital camera. Images were processed using NIS-Elements BR
(version 3.0) software (Laboratory Imaging).

Statistical analysis. A log rank (Mantel-Cox) test was performed for analysis
of survival curves. For comparison between two groups, the Mann-Whitney test
was performed. P values of <0.05 were considered significant in all cases. Sta-
tistical analysis was carried out using GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, CA).
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FIG. 1. Flagellin protects BALB/c mice against a lethal respiratory challenge with S. pneumoniae. BALB/c mice (n = 8) were infected i.n. with
4 X 10° CFU of S. pneumoniae (Sp) serotype 1 in saline alone (filled squares) or in saline supplemented either with 1 pg flagellin (FliC) (open
circles) or with 1 g trypsin-digested flagellin (FliC/T) (filled circles). (A) The survival of mice was monitored daily. The survival of the FliC-treated
group was statistically significantly different from that of the saline group and the FliC/T-treated group. The results are representative of 1 out of
3 experiments. (B and C) CFU counts were determined in the lungs (B) or spleens (C) of mice (n = 6) at days 1, 2, and 7 after challenge with
S. pneumoniae alone (filled squares) or S. pneumoniae plus flagellin (open circles). The solid lines represent means, and the dashed lines represent
the CFU detection limit. The daggers indicate that all animals in the group were dead by day 7. Significant differences between groups (P < 0.05)
are indicated by asterisks. Results are representative of 1 out of 2 experiments.

RESULTS

Intranasal delivery of flagellin protects mice against a lethal
challenge with S. pneumoniae. We first determined the minimal
dose of S. pneumoniae that causes 100% mortality in BALB/c
mice upon intranasal (in.) administration. Animals were in-
fected with increasing doses of a clinical isolate of S. pneu-
moniae serotype 1, and survival was assessed daily (data not
shown). We defined 4 X 10° CFU as the minimal lethal dose
(MLD) that kills all animals within 72 to 120 h.

The capacity of flagellin to control pneumococcal pneumo-
nia was then assessed by comparing the survival of mice chal-
lenged intranasally with S. pneumoniae to that of mice instilled
with flagellin (FliC) and S. pneumoniae. As a control, mice
were also challenged with S. pneumoniae and flagellin that had
been hydrolyzed with trypsin previously (FliC/T). As shown in
Fig. 1A, FliC-treated mice had a survival rate of 75%, while
untreated or FliC/T-treated animals died within 3 to 4 days
after challenge. The protection induced by flagellin ranged
from 75 to 100% in different independent experiments.

Coadministration of flagellin with S. pneumoniae challenge
resulted in significant reductions of bacterial counts in the
lungs within the first 24 h after challenge compared with those
for animals that received S. pneumoniae alone. Moreover, bac-
terial loads in the lungs continued to increase until death in all
mice that received no treatment, while in flagellin-treated
mice, bacteria were cleared from the lungs by day 2 after
infection and could no longer be detected at the local level
(Fig. 1B). The capacity of flagellin to protect against systemic
infection was also evaluated by assessing bacterial loads in the
spleens of treated and untreated mice at different time points
after challenge. As shown in Fig. 1C, high numbers of S. pneu-
moniae organisms were detected in the spleens of all untreated
animals as early as 48 h after infection. In contrast, bacteria
could not be detected in the spleens of flagellin-treated mice at
any time point (Fig. 1C).

We also evaluated whether flagellin could exert a protective
response against pneumococcal infection when administered
before or after the infection. All animals receiving flagellin
intranasally 12 to 24 h before pneumococcal challenge sur-
vived, while all control mice died by day 4. To assess the

therapeutic value of flagellin administration, BALB/c mice
were infected with S. pneumoniae, and 24 h later, they either
were treated with 1 g of flagellin by the i.n. route or remained
untreated. The level of protection among animals receiving
flagellin ranged from 60 to 100%, while all untreated mice died
of infection. As shown in Fig. 2, therapeutic administration of
flagellin induced significant reductions of bacterial loads in the
lungs (Fig. 2A) as well as in the spleen (Fig. 2B) as detected
48 h after infection (24 h after flagellin administration). By day
7, S. pneumoniae was no longer detectable in the lungs or
spleens of surviving animals. Therefore, flagellin shows pro-
phylactic as well as therapeutic effects in pneumococcal pneu-
monia.

The capacity of flagellin to induce protection was also as-
sessed in C57BL/6 mice and in mice of the outbred strain
NMRI. The MLD of S. pneumoniae serotype 1 was found to be
2 X 10° CFU for both strains, and flagellin-mediated protec-
tion was evaluated with 5X MLD. Administration of flagellin
12 h before bacterial challenge induced 80% protection in
C57BL/6 mice; similarly, 100% protection was achieved in
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FIG. 2. Therapeutic effect of FliC after S. pneumoniae challenge.
BALB/c mice were infected intranasally with 4 X 10° CFU of S.
pneumoniae (filled squares); 24 h after challenge, 1 pug of FliC was
administered i.n. to one group of animals (open circles). CFU counts
were determined in the lungs (A) or spleens (B) at day 2 and day 7
after challenge with S. pneumoniae. Solid and dashed lines represent
means and the CFU detection limit, respectively. The dagger indicates
that all animals in the group were dead by day 7. Significant differences
between groups (P < 0.05) are indicated by asterisks. Results are
representative of 1 out of 2 experiments.
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FIG. 3. TLRS signaling is required for flagellin-mediated protec-
tion against S. pneumoniae infection. BALB/c mice (n = 8) were
infected in. with 4 X 10° CFU of S. pneumoniae (Sp) serotype 1 in
saline either alone (filled square) or supplemented either with 1 pg
FliCy 74490 (open circles) or with 1 pg FLiCy 74 4008006+ lacking the
TLRS5-signaling motif (filled circle). Survival of mice was recorded daily.
The survival of the FliC, ;-4 4oo-treated group was statistically signifi-
cantly different from that of the untreated and FliCy; 74 400/80_96+
treated groups (P < 0.05). Results are representative of 1 out of 2
experiments.

NMRI animals when flagellin was administered 32 h to 6 h
before challenge. Flagellin was also protective when coadmin-
istered with S. pneumoniae to mice of the C57BL/6 and NMRI
strains, although to a lower extent (40%). Taken together,
these results show that flagellin treatment is protective in dif-
ferent mouse strains.

We next addressed whether TLRS signaling is necessary
for the protection elicited by flagellin treatment. For this
purpose, we used the recombinant flagellins FLiC, 74400
and FliCy, 74 400/50_96+ (27). FliC 174400 has the same capacity to
promote mucosal TLRS signaling as native flagellin, whereas
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FliCy174_400/30_06+ Carries mutations that prevent TLRS signaling.
While all mice that received FliC ;74 400 and S. pneumoniae
survived the challenge, none of those receiving the mutant
FliC A 74-400/80_06+ did so (Fig. 3). These results strongly
suggest that TLRS signaling is required for protection.

Flagellin treatment promotes proinflammatory gene expres-
sion and exacerbates transient cellular infiltration into the
lungs during pneumococcal pneumonia. We then analyzed
whether flagellin treatment modifies the lungs’ transcriptional
response to pneumococcal infection. Mice were challenged
with S. pneumoniae alone or with S. pneumoniae plus flagellin
as before. Another group received flagellin alone as a control.
Twenty-four hours after treatment and infection, lungs were
harvested in order to analyze the expression of selected genes
by qRT-PCR. Administration of flagellin alone or in combina-
tion with S. pneumoniae provoked a dramatic increase in Cxcll,
Cxcl2, and Ccl20 mRNA levels over those observed with pneu-
mococcal challenge alone (Fig. 4). Flagellin treatment also
increased the expression of Tnf, although the difference was
consistent, it was not statistically significant. Expression of 7/6
was increased in animals that were challenged and treated with
flagellin but not in those that received flagellin or S. pneu-
moniae alone, suggesting a synergistic effect of flagellin and
pneumococcal infection on /6 expression (Fig. 4). Among all
groups, mRNA levels of the Tgfbl, 1l17a, Il17f, 1123, and Il4
genes remained unchanged from those for mock-treated ani-
mals (data not shown).

To assess if the expression of proinflammatory genes corre-
lated with inflammation and cellular infiltration into the air-
ways, we performed histological analysis of lung tissue ob-
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FIG. 4. Flagellin upregulates chemokine and cytokine gene expression in the lungs of infected animals. BALB/c mice (n = 5) were instilled i.n.
either with saline, with 1 pg flagellin (F1iC), or with 4 X 10° CFU of S. pneumoniae (Sp) serotype 1 either in saline alone or in saline supplemented
with 1 ug FliC. Mice were sacrificed 24 h after challenge, and the expression of the CxclI, Cxcl2, Ccl20, 116, and Tnf genes was assessed by qRT-PCR
on total lung RNA. Values were normalized to that of B-actin mRNA, and the results are expressed relative to mRNA levels in saline-treated mice.
Data are means; error bars represent standard errors of the means. Significant differences between groups (P < 0.05) are indicated by asterisks;.

Results are representative of 1 out of 3 experiments.
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FIG. 5. Flagellin promotes heavy cell infiltration and lung remodeling and induces rapid restoration of tissue architecture. Mouse lungs were
obtained at day 1 or day 7 after intranasal instillation of saline (A and F), 4 X 10° CFU of S. pneumoniae serotype 1 (D), S. pneumoniae plus 1
ng flagellin (B and C), or flagellin alone (E) and were stained with hematoxylin and eosin. B, bronchiole; BV, blood vessel. Thin arrows indicate
edema; arrowheads indicate cellular infiltration. On day 1, edema and recruitment of inflammatory cells were evident in peribronchial and
perivascular regions in flagellin-treated animals. Infected but untreated animals showed less inflammatory-cell infiltration and edema at 24 h than
flagellin-treated and infected mice. Flagellin-treated animals showed resolution of inflammation by day 7. Total magnification, X200 for
panels and X1,000 for insets. The images shown are representative of the analysis of 6 sections for each individual and 3 mice per

experimental group.

tained 24 h after flagellin treatment and infection. As shown in
Fig. 5, S. pneumoniae induced moderate cellular infiltration,
restricted to certain bronchioles and some perivascular areas
close to these bronchioles (Fig. SD). In contrast, flagellin treat-
ment, alone or together with pneumococci, induced edema, as
well as heavy infiltration of cells affecting not only perivascular
and peribronchial regions but also some areas of the surround-
ing lung parenchyma (Fig. 5B and E). Remarkably, at day 7,
lungs from mice that had received flagellin and pneumococci
showed complete resolution of the inflammation, with no appar-
ent cellular infiltration or edema (Fig. 5C). These results suggest
that flagellin induces a strong but transient inflammatory re-
sponse that promotes the clearance of bacteria without causing
any permanent alteration of lung morphology or function.
Flagellin-induced protection requires Gr-1-expressing cells
but is independent of B and T lymphocytes. Recruitment of
neutrophils into the airways is a hallmark of both pneumococ-
cal infection and nasal flagellin treatment (15, 18), and here we
showed that flagellin treatment and infection activated the
expression of genes involved in neutrophil recruitment (Fig. 4).
Thus, we aimed at comparing the kinetics of neutrophil infil-
tration in animals challenged with S. pneumoniae and either
left untreated or treated with flagellin. BAL specimens were
collected at different time points after challenge and were
stained with anti-Gr-1, anti-CD11b, and anti-CD11c antibod-
ies. As shown in Fig. 6A, pneumococcal challenge induced the
recruitment of PMN in all animals. However, mice treated with
flagellin at the time of the challenge showed a more rapid and
pronounced infiltration of PMN into the airways than mice chal-
lenged with S. pneumoniae alone. At 24 h, PMN infiltration

peaked in both groups, and the difference between groups was
maximal. However, by 48 h, the numbers of PMN were no longer
significantly different between groups. Thus, coadministration of
flagellin with pneumococci promoted a rapid and transient re-
cruitment of a high number of neutrophils into the airways.

Subsequently, we determined whether neutrophils were crit-
ical for flagellin-mediated protection in the coadministration
setting of flagellin treatment. For this purpose, animals were
injected i.p. with a monoclonal antibody specific for granulo-
cyte receptor-1 (Gr-1, or Ly6G/Ly6C) or an isotype control
antibody 24 h before challenge alone or challenge plus treat-
ment. Animals that received the isotype control and were
treated with FliC survived the challenge (Fig. 6B). In contrast,
anti-Gr-1 treatment depleted >95% of neutrophils from the
airways and abrogated flagellin-mediated protection against S.
pneumoniae. These results showed that Gr-1-expressing cells,
likely PMN, are critical effectors of flagellin-induced protec-
tion in pneumococcal infection.

Because the protection induced by coadministration of
flagellin relied on a rapid influx of PMN into the lungs, we also
analyzed the kinetics of PMN recruitment when flagellin was
administered after the establishment of the infection. Animals
were infected with S. prneumoniae and 24 h later either were
treated with flagellin or remained untreated. BAL samples
were collected at days 2, 3, and 7 after infection and were used
for FACS analysis. Like coadministration of flagellin with the
challenge, therapeutic administration of flagellin also induced
a peak of PMN infiltration at 24 h after flagellin instillation,
which decreased rapidly afterwards. By day 7, no neutrophils
were detected in the lungs of animals treated with flagellin
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FIG. 6. Flagellin-mediated neutrophil recruitment is required for
protection against pneumonia. (A) Kinetics of PMN infiltration.
BALB/c mice (n = 3) were infected in. with 4 X 10° CFU of S.
pneumoniae (Sp) serotype 1 in saline alone (filled squares) or in saline
supplemented with 1 pg flagellin (FliC) (open circles). Animals were
sacrificed at the indicated time points after challenge. The total num-
ber of cells in bronchoalveolar lavage fluid was determined, and the
number of neutrophils (defined as Ly6C" Ly6G* CD11b" cells) was
determined by flow cytometry. (B) Depletion of PMN abrogates FliC-
mediated protection. BALB/c mice (n = 6) were injected with 100 pg
of an anti-Gr-1 monoclonal antibody or a control antibody. Animals
were infected in. 24 h later with 4 X 10° CFU of S. pneumoniae
serotype 1 in saline alone (squares) or in saline supplemented with 1
ng flagellin (FliC) (circles). Survival was recorded daily. The survival
of the nondepleted FliC-treated group was statistically significantly
different from that of depleted FliC-treated animals or nondepleted
untreated animals (P < 0.05). (C) BALB/c mice were infected intra-
nasally with 4 X 10° CFU of S. pneumoniae (filled square); 24 h after
challenge, 1 pg of FliC was administered i.n. to one group of animals
(open circles). At selected time points after infection (days 1, 2, and 7),
BAL was carried out for 3 mice per time point in order to perform
FACS analysis. The total number of cells in BAL fluid was determined,
and the number of neutrophils was determined by flow cytometry. The
dagger marks the time point at which all animals in the group were
dead. For panels A and C, data are means; error bars represent the
standard errors of the means; and significant differences between
groups (P < 0.05) are indicated by asterisks. The results are represen-
tative of 1 out of 2 experiments.

(Fig. 6C). Overall, these results suggest that the mechanism
behind flagellin-induced protection in the therapeutic setting is
similar to that observed when flagellin was coadministered with
the bacterial challenge.

Since B and T lymphocytes are involved in the early phase of
pneumococcal infection (12, 17, 18), we evaluated their roles in
flagellin-induced protection. SCID mice (deficient in antibod-
ies, B cells, and T cells) as well as immunocompetent BALB/c
mice were challenged with 2 X 107 CFU of S. pneumoniae
either alone or with flagellin. Lungs and spleens were collected
36 h after infection for the determination of bacterial counts.
As shown in Fig. 7A, flagellin coadministration promoted the
clearance of bacteria in the lungs of SCID mice to an extent
similar to that in BALB/c mice. Both SCID and BALB/c mice
also showed lower bacterial counts in the spleen upon flagellin
treatment (Fig. 7B), demonstrating that they were able to
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FIG. 7. Flagellin-mediated protection against pneumonia does not
depend on B and T lymphocytes. (A and B) BALB/c (solid symbols) or
SCID (open symbols) mice (n = 6) were infected i.n. with 2 X 10" CFU
of S. pneumoniae serotype 1 in saline alone (squares) or in saline
supplemented with 1 pg flagellin (FliC) (circles). Bacterial counts were
determined in lung (A) and spleen (B) homogenates 36 h after chal-
lenge. Significant differences between groups (P < 0.05) are indicated
by asterisks. Results are representative of 2 experiments. (C) Recruit-
ment of PMN (defined as Ly6G" Ly6C" CD11b" CD11c™ cells) into
BAL fluid and lungs after i.n. instillation of 1 pg flagellin for SCID
(open bars) or BALB/c (filled bars) mice (n = 5). Note that the
numbers of PMN recruited in the two strains were not statistically
significantly different. The results are presented as medians and stan-
dard errors of the means.

control not only local but also systemic infection. SCID mice
recruited similar numbers of PMN into the lungs and alveolar
spaces as BALB/c mice 16 h after the instillation of flagellin
(Fig. 7C). In summary, these results show that Gr-1-expressing
cells require neither B cells nor T lymphocytes in order to
trigger flagellin-induced protection.

DISCUSSION

Innate immunity is essential for controlling pneumococcal
infection, as shown by the requirements for TLR and MyD8&8
to prevent early colonization of the respiratory tract by S.
pneumoniae (1, 20). The immune response to pneumococcal
airway infection is characterized by a pronounced, brisk re-
cruitment of neutrophils into the lungs (18), and phagocytic
killing of pneumococci by PMN is considered a major defense
mechanism. Nevertheless, S. pneumoniae can evade the host’s
innate defenses by inhibiting or delaying complement deposi-
tion and the respiratory burst of phagocytes (31). Hence, the
neutrophil influx is often ineffective at clearing the infection
until serotype-specific antibodies are produced and bypass the
inhibition of complement deposition, enhancing opsono-
phagocytosis. In this study we assessed whether exogenous
administration of an agonist of a TLR not naturally engaged
by S. pneumoniae, namely, the TLRS agonist flagellin, could
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strength innate immunity, enabling it to control an acute re-
spiratory pneumococcal infection. We found that local admin-
istration of flagellin promoted the survival of mice challenged
with a lethal dose of S. pneumoniae serotype 1 by enhancing
local and systemic bacterial clearance. Flagellin treatment was
effective when performed before, during, or after infection
establishment in BALB/c, C57BL/6, and NMRI mice.

It has been demonstrated that in vivo administration of
flagellin upregulates the expression of proinflammatory cyto-
kines (10, 15, 16, 37, 38). Here we show that coadministration
of flagellin at the time of S. pneumoniae challenge also upregu-
lates the expression of the PMN-specific chemokine/activator
genes Cxcll and Cxcl2, as well as Tnf and Ccl20, in the lungs,
whereas S. pneumoniae alone induces these genes poorly. In
agreement with the chemokine and cytokine expression profile,
analysis of lung tissue sections showed a heavy infiltration of
cells into the peribronchial and perivascular regions that was
more pronounced in the lungs of flagellin-treated animals than
in those of infected and untreated animals. Of note, despite the
pronounced inflammatory response induced by flagellin, lung
tissue recovered fully by day 7, while untreated animals died of
infection. The analysis of BAL samples suggested that admin-
istration of the TLRS agonist at the time of pneumococcal
challenge as well as after the establishment of infection in-
duced accelerated and more-pronounced PMN recruitment.
PMN infiltration was transient and peaked at 24 h after flagel-
lin treatment, after which time it started to decrease. Depletion
of Gr-1-expressing cells, most likely PMN, abolished the pro-
tection, demonstrating that these cells are necessary for con-
trolling pneumococcal lung infections. The self-limiting nature
of the flagellin-mediated inflammatory response is a very
relevant finding, since exacerbated inflammation could be
associated with failure of the lung barrier and function. The
molecular mechanisms controlling TLRS response not only
upregulate proinflammatory genes but also trigger response
termination. Therefore, mucosal treatment with flagellin could
be considered as a therapy against pneumococcal pneumonia,
enhancing neutrophil infiltration and concurrently limiting in-
flammation, that merits further evaluation in clinical trials.

Besides PMN, several studies have also reported that T and
B lymphocytes, as well as natural antibodies, may play impor-
tant roles in the early control of pneumococcal pneumonia.
Kadioglu et al. showed that T lymphocytes accumulate in zones
of peribronchial inflammation at early stages of the immune
response and are involved in the defense against pneumococci,
since major histocompatibility complex (MHC) class II-defi-
cient mice lacking CD4™" T cells are more susceptible to infec-
tion than their wild-type counterparts (17, 18). Haas et al.
showed that CD19-deficient mice, which have impaired devel-
opment of Bla cells and impaired natural antibody production,
have increased susceptibility to pneumococcal infection
(12). However, as indicated by the results obtained in SCID
mice, neither T nor B cells are required for flagellin-induced
local and systemic clearance of bacteria. Taken together,
our results strongly suggest that changing the PMN dynamic
results in effective killing of pneumococci, even in the ab-
sence of B and T lymphocytes.

Our results also showed that TLRS signaling is required for
the protection induced by flagellin. In the airways, TLRS is
expressed by alveolar macrophages (30) and epithelial cells
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(16, 32, 33), suggesting that these resident cells may be key
players in the induction of protective innate defenses against S.
pneumoniae upon flagellin treatment. In line with this, recent
studies have suggested that the airway epithelium is the TLRS5-
activated tissue involved in chemokine production and PMN
recruitment in response to flagellated bacteria (10, 16). On the
other hand, murine neutrophils express TLRS (13, 45); thus,
TLRS signaling may also activate PMN directly and enhance
their S. pneumoniae killing capacity. Similarly, Lysenko et al.
established that heat-killed Haemophilus influenzae can specif-
ically increase the capacity of PMN to kill pneumococci in a
Nodl-dependent manner (22, 23). Based on this information
and our own results, we can postulate that the mechanism
behind the early PMN recruitment and protection induced by
flagellin most likely depends on soluble mediators produced by
nonhematopoietic cells, likely chemokines produced by epithe-
lial cells, and is independent of antibodies as well as of T and
B cells.

Besides the TLRS signaling activity, it has been shown re-
cently that flagellin can also engage the cytoplasmic sensor
IPAF/NLRC4 (11, 25, 26). However, since the mutant flagellin
used here is unable to signal through TLRS5 but still harbors
the motif involved in IPAF/NLRC4 signaling (26), we can
speculate that this pathway does not make a major contribu-
tion to the protective effect induced by flagellin treatment.

Current therapies for the prophylaxis and treatment of S.
pneumoniae infection have limitations in preventing or curing
pneumococcal disease (reviewed in references 4, 19, and 41);
thus, new strategies of immune intervention are still required.
Several reports (5, 7, 9) have shown that the administration of
bacterial lysates and whole heat-killed bacteria stimulates pro-
tective responses against infection. However, the undefined
nature of these preparations is usually a problem when design-
ing drugs for human use. Our results showed that local stim-
ulation with a single and well-characterized molecule, specifi-
cally flagellin, is sufficient for augmenting lung innate immune
defenses and controlling pneumococcal pneumonia, highlight-
ing the benefits of using microbe-associated molecular patterns
as the basis for developing antimicrobial therapies.
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Acute pneumonia caused by Streptococcus pneumoniae is a major cause of child mortality. Antibodies
are considered the main effectors of protection in this clinical presentation of pneumococcal invasive
disease. To get new insights into the mechanisms involved in the protective immunity, we established
a murine experimental model of protection against acute pneumococcal pneumonia and then evaluated
the transcriptional, humoral and cellular responses in protected and non-protected animals. We found

ﬁe;;v;;)\rds: that intranasal inoculation of a sublethal dose of S. pneumoniae serotype 1 conferred complete protec-
IF;\I- tion against a subsequent challenge with a lethal dose of the same strain. Sublethal infection elicited a
Pnel?monia strong IgM and IgG antibody response against the capsular polysaccharide, as assessed one week later,

Protective immunity and an exacerbated influx of neutrophils into the lungs immediately after the lethal challenge. Genome-
Streptococcus pneumoniae wide microarray-based transcriptional analysis of whole lungs showed 149 differentially expressed genes
Th17 among which we found upregulation of 1117a, Ifng and several IL-17A- and IFN-vy-related genes in pro-
Transcriptome tected versus non-protected mice. Kinetics analysis showed higher expression levels of I/17a in protected
animals at all time points whereas Ifng was upregulated early in the protected mice and later in the
non-protected animals. Intracelluar cytokine staining demonstrated that CD4" T cells account for a great
proportion of the IL-17A produced in the lungs of protected animals. Overall, these results showed that
an upregulation of IL-17A- and a timely regulation of IFN-y-related gene expression, together with devel-
opment of a Th17 response, are relevant characteristics of the protective immunity against S. pneumoniae

acute pneumonia.
© 2011 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) is the main etiolog-
ical agent of human pneumonia and meningitis, otitis media and
sinusitis; per year, about 1-2 millions of fatal pneumococcal dis-
eases occur worldwide (van der Poll and Opal 2009). Pneumococcus
colonizes asymptomatically the human nasopharynx and in some
cases colonization may progress to pneumonia and invasive dis-
ease (Kayhty et al. 2006; Salyers 2002). Based on differences in the
capsular polysaccharide composition 91 pneumococcus serotypes

* Corresponding author. Tel.: +598 2 487 12 88x1120; fax: +598 2 487 30 73.
E-mail address: jachabal@higiene.edu.uy (J.A. Chabalgoity).
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doi:10.1016/j.imbio.2011.10.012

have been described (van der Poll and Opal 2009). Some serotypes
like serotype 1 are rarely associated with carriage and most fre-
quently cause invasive infections (Hortal et al. 2008; Normark and
Normark 2002).

Innate immunity plays a critical role in the resistance to S. pneu-
moniae respiratory infection, both in human and mouse (Paterson
and Mitchell 2006). Innate protection is characterized by an early
influx of inflammatory cells, predominantly neutrophils (Kadioglu
et al. 2000; Munoz et al. 2010; Rosseau et al. 2007), although lungs’
infiltrating CD4* T cells are also involved in the early resistance
to pneumococcal infection (Kadioglu et al. 2000, 2004). Another
key component of innate immunity is the deposition and activa-
tion of complement C3 component on the surface of pneumococcus
and it has been shown to be impaired by capsular polysaccha-
rides (Abeyta et al. 2003). Otherwise, activation of the classical
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complement pathway by natural IgM antibodies has been demon-
strated to be important in preventing a rapid bacteremia during the
infection with pneumococcus (Brown et al. 2002).

Activation of innate immunity is not only critical as the first
line of defense against pneumococcus but also for the generation
of appropriate adaptive immunity (Paterson and Mitchell 2006).
It has been proposed that acquired immunity against pneumococ-
cal nasopharyngeal colonization is mediated by CD4* T-cells and
independent of antibodies (Basset et al. 2007; Malley et al. 2005;
Trzcinski et al. 2005, 2008). Recently, it has been also demonstrated
that IL-17A, produced by Th17 cells, is a key factor in protective
immunity against pneumococcal colonization (Lu et al. 2008), being
essential for the recruitment of macrophages and neutrophils to
the nasopharynx (Zhang et al. 2009). However, other groups have
shown evidences that antibodies and particularly IgA are necessary
in protection against pneumococcal colonization (Fukuyama et al.
2010; Richards et al. 2010; Roche et al. 2007; Roche and Weiser
2010). Overall, these data suggest that both antibodies and cel-
lular responses may have an important role in protection against
pneumococcal nasopharyngeal colonization (Richards et al. 2010).

Regarding pneumonia and invasive pneumococcal disease there
is a consensus that anti-capsular antibodies play an essential role
in protection (AlonsoDeVelasco et al. 1995; Lynch and Zhanel
2009; Malley 2010; WHO 2008). In this sense, available pneu-
mococcal vaccines are designed to elicit protective anti-capsular
polysaccharide antibodies (Poolman 2004). The binding of spe-
cific antibodies to the bacterial surface facilitates its Fc- and
complement-mediated opsonophagocytosis by neutrophils and
macrophages (AlonsoDeVelasco et al. 1995).

To gain further insights into the mechanisms involved in pro-
tection against invasive pneumococcal disease, we established a
murine experimental model of protection against acute pneumo-
coccal pneumonia and then evaluated the transcriptional, humoral
and cellular responses in protected and non-protected animals. We
confirmed the elicitation of a specific humoral response together
with an important influx of neutrophils into the lungs of protected
mice. We also found upregulation of IL-17A- and IFN-vy-related
genes and we confirmed the presence of Th17 cells in protected
animals suggesting that these cells and IFN-y mediated immunity
are related to protection against acute pneumonia.

Materials and methods
Ethics statement

All experiments involving animals complied with current
national and institutional regulations and ethical guidelines from
“Comisiéon Honoraria de Experimentaciéon Animal” (CHEA) - Univer-
sidad de la Repiblica, Uruguay (approval ID: 08-05-10).

Animal studies

Female C57BL/6] mice, 6-8 weeks old, were obtained from the
National Division of Veterinary Laboratories. Animals were main-
tained in individually ventilated cages and handled in a vertical
laminar flow cabinet (ESCO, class II A2). Mice were anaesthetized
by intraperitoneal (i.p.) injection of 2.2 mg Ketamine plus 0.11 mg
Xylazine. Bacteria were administrated onto mice’s nostrils in 50 .l
of physiological saline. Mice survival was recorded daily. For lung
sampling, mice were sacrificed by cervical dislocation at differ-
ent times post-infection. Lungs were collected, homogenized in
cell dissociation sieve-tissue grinder kit (Sigma-Aldrich), and serial
dilutions were plated onto blood-agar plates to determine the
degree of bacterial infection. S. pneumoniae colonies were detected
by the characteristic green halo caused by its a-hemolytic activity.

Lungs for transcriptional studies were stored in RNAlater® (Qia-
gen).

Bacterial cultures

S. pneumoniae serotype 1, clinical isolate E1586 sequence type
ST304 (Zemlickova et al. 2005), was provided by the National Ref-
erence Laboratory (Ministry of Health, Uruguay). Working stocks
were prepared as previously described (Munoz et al. 2010). Briefly,
Todd Hewitt Yeast Broth (THYB) was inoculated with fresh colonies
of S. pneumoniae grown in blood-agar plates and incubated at
37°C to reach ODgggpnm 0.7-0.9. Cultures were stored at —80°C in
THYB +glycerol 12% (v/v) up to 3 months. For infections, frozen
stocks were thawed, centrifuged 5 min at 2500 x g, washed and
diluted to the appropriate concentration with sterile physiolog-
ical saline solution. Sublethal and lethal doses were defined as
4 x 10*CFU and 2 x 107 CFU per mouse, respectively. Number of
bacteria in stocks and inoculums was determined by plating serial
dilutions onto blood agar plates.

Detection of IgG and IgM antibodies by ELISA

For detection of IgG, IgM and IgA specific for a whole cell
pneumococcal type 1 antigen (WCPn1Ag) 96-well microtiter plates
(Maxisorp, Nunc) were coated with 1 pg/well of WCPn1Ag and
incubated overnight (o/n) at 4°C. WCPn1Ag was prepared by son-
ication of a bacterial culture of S. pneumoniae serotype 1 growth
to mid-log phase. Briefly, bacteria were grown to an ODg39pnm Of
0.8-1.0 and then harvested by centrifugation, resuspended in saline
and frozen before sonication. After sonication, it was verified by
CFU counting that there were not viable bacteria left. The soni-
cate was then centrifuged, and total protein content was quantified
in the supernatant by the method of Pierce. After washing the
plates with PBS containing 0.05% Tween-20 (PBS-T), they were
blocked with 200 wl/well of 1% bovine seroalbumin in PBS-T (PBS-
T-BSA) for 1 h at 37 °C. After washing, 100 .1/well of an appropriate
dilution of each serum sample (in PBS-T —0.1%BSA) were added
and incubated for 2 h at 37 °C. Plates were washed and 100 w.l of
diluted peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG or IgA (South-
ern Biotech, Birmingham, AL) or IgM (SIGMA) were added and
plates were incubated o/n at 4 °C. Finally the ELISA was developed
by adding 100 l/well of OPD-H; 05 (o-phenylenediamine, SIGMA)
and readings were taken at 490 using a microplate reader (MRX
I, Dynex Technologies). A standard curve prepared with a positive
reference sample (arbitrarily assigned with a value of 1000 Arbi-
trary Units (AU)/ml) was run in each plate and test samples were
interpolated.

For the detection of specific IgG, IgM and IgA antibodies against
polysaccharide type 1 (PnPS1) we used a modification of the WHO
3rd generation ELISA used for quantification of anti-polysaccharide
IgG antibodies in human serum, using both C-polysaccharide (C-PS)
and 22F polysaccharide absorption (Wernette et al. 2003). Briefly,
96-well medium binding microtiter plates (Greiner) were coated
with 0.2 pg/well of type 1 specific pneumococcal polysaccharide
(American Type Culture Collection [ATCC], Manassas, Va.) for 5h
at 37°C, in a humidified chamber. Plates were washed with Tris-
buffered saline with 0.01% Brij-35 solution (Wash buffer). Test sera
were pre-absorbed with 5 pug/ml cell wall polysaccharide (C-PS,
Staten Serum Institute, Copenhagen, Denmark) and 5 pg/ml 22F
capsular polysaccharide (ATCC), and incubated for 30 min at room
temperature (RT). Then, 50 wl of each sample were transferred to
the coated microtiter plate, and incubated o/n at RT. After washing,
100 pl of diluted peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG or IgA
(Southern Biotech, Birmingham, AL) or IgM (SIGMA) were added
and plates were incubated o/n at 4°C. Finally the ELISA was
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developed by adding 100pl/well of TMB (3,3,55'-
tetramethylbenzidine, SIGMA) and absorbances at 450 (with
reference at 630 nm) were read using a microplate reader (MRX II,
Dynex Technologies). A standard curve prepared with a positive
reference sample (arbitrarily assigned with a value of 1000 AU/ml)
was run in each plate where test samples were interpolated.

Quantitative RT-PCR

RNAlater solution was removed, and lungs were homogenized
with an Ultra-Turrax in lysis buffer to then extract total RNA using
RNeasy Mini Kit (Qiagen). RNA quality and quantity was assessed by
spectrophotometric measurements at 260/280 nm. Prior to cDNA
synthesis, 1 g of total RNA was treated with DNAse-I (Invitro-
gen) according to manufacturer’s instructions. Retrotranscription
was done in a final volume of 20 pl in the presence of Random
primers (200 ng), dNTPs (0.5 mM), DTT (0.01 M), RNaseOUT (40 U)
and SuperScript III Reverse Transcriptase (200 U), Invitrogen. Real
time RT-qPCR was conducted by high throughput methods using
TagMan Low Density Array (TLDA) cards (Applied Biosystems)
and the 7900HT System (Applied Biosystems). Real-time PCRs for
1117a, 1117, 1122, Ifng and Cxcl11 mRNA levels, were also performed
using QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) in a Rotor-Gene
6000 (Corbett) or 7900HT System (Applied Biosystems) (primer
sequences are available under request). Beta-Actin encoding gene
Actb was utilized as house-keeping gene. The relative mRNA
amount in each sample was calculated using the 2-2ACt method
(Livak and Schmittgen 2001) were ACt = Ctgene of interest — Ctacep, and
expressed as relative mRNA levels in the test group compared to
the control group.

Microarrays assays

Total RNA was extracted using NucleoSpin® RNA L (Macherey-
Nagel) and was concentrated in YM30 Microcon centrifugal filter
device (Millipore) by centrifugation at 14,000 x g during 60 min
at 4°C. RNA quality was evaluated with an Agilent 2100 Bioanal-
yser (Agilent Technologies). Poly(A) mRNA from 20 g of total
RNA was converted into digoxigenin labeled cDNA for hybridiza-
tion to Mouse Genome Survey Microarrays (Applied Biosystems),
using Chemiluminescent RT Labeling Kit for detection in an Applied
Biosystems ABI1700 system. The microarray data described in this
study is MIAME compliant and they have been deposited in the pub-
licly available database MACE (http://mace.ihes.fr) under accession
number: 3034545238.

Data analysis

Microarray data were quality-controlled (Brysbaert et al. 2010).
Statistical analysis of the microarray data was carried out as
described previously (Noth and Benecke 2005; Noth et al. 2006;
Van Maele et al. 2010).

Ontology enrichment analysis

Combining GO, Kegg and PANTHER annotations, we assigned all
probes present on the MGS Version 2.0 array to the PANTHER bio-
logical processes. We then calculated the relative representation of
those probes detected as significantly regulated. p-Values for over-
and under-representation of biological processes were calculated
using a binominal distribution.

Quantification of IL-17A and IFN-y by ELISA

v-interferon (IFN-y) cytokine concentrations in lung
homogenates was assayed by enzyme-linked immunoabsorbent

assay (ELISA) using a pair of specific monoclonal antibodies
(capture and detection) against each cytokine and dilutions of the
recombinant cytokine for the construction of a standard curve (all
reagents were supplied by BD Pharmingen) as previously described
(Rial et al. 2004). IL-17A concentration in lung homogenates was
quantified using the Ready-Set-Go Mouse IL-17A ELISA Reagent Set
from eBioscience (San Diego, CA, USA), according to manufacturer’s
instructions.

Flow cytometry analysis of lungs cell suspensions

At specified time points after challenge mice were sacrificed by
cervical dislocation and the pulmonary and systemic circulation
was perfused with saline+1 mM EDTA to remove the intravascu-
lar pool of cells. Lung cells were isolated after collagenase/DNAse
treatment as previously described (Rial et al. 2004), filtered through
a 40 pm cell strainer (BD) and washed and stained for FACS anal-
ysis. Cells were resuspended in FACS EDTA buffer (PBS, 0.1% azide,
1% bovine serum albumin, 5mM EDTA) and enumerated using a
Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, USA) previous to
the immunophenotypic analysis by flow cytometry. For neutrophils
analysis cells were labeled with Ly6G-PE, CD11b-APC (BD Pharmin-
gen, USA) for 30 min on ice, washed, fixed with PFA 4%, and finally
resuspended in FACS EDTA. For intracellular cytokine staining, lung
cells were stimulated with 50ng/ml phorbol myristate acetate
(PMA, SIGMA) and 500 ng/ml ionomycin (SIGMA) in the presence
of 10 p.g/ml Brefeldin A (SIGMA), for 5h at 37 °C, 5% CO,. Cells were
surface stained, for 30 min on ice, with specific antibodies against
CD45, CD3 and CD4 (BD), washed with FACS EDTA and then with
PBS. After fixing with PFA 4%, cells were permeabilized with 0.5%
saponin (SIGMA) in PBS-0.1% BSA and intracellularly stained with
antibodies against specific cytokines (PE- IL-17A and Alexa488- or
PE- IFN-gamma, all from BD) for 30 min, at RT, and then washed.
Cells prepared for flow cytometry were analyzed after gating for
CD45* viable cells using a FACSCalibur (BD, San Jose, CA) equipped
with argon and red diode lasers used for excitation at 488 and
635 nm. For data acquisition and analysis CellQuest 3.3 software
package (BD) was used. Experiments were performed a minimum
of three times in an independent manner.

Statistics

Statistical analyses were assessed by non-parametric
Mann-Whitney U test or Student T test and differences were
regarded as significant with p<0.05 (*) and very significant with
p<0.01 (**).

Results

A sublethal infection protects against acute S. pneumoniae
serotype 1 pneumonia

We first set up an experimental model of acute pneumonia
with a clinical isolate of S. pneumoniae serotype 1 (Pn1) based on
intranasal (i.n.) administration of 2 x 107 CFU of Pn1 to C57BL/6]
mice. The infection was lethal for animals within 4 days and was
invasive since bacteria were found at 24 h in the blood. We then
established a model of protection against the lethal challenge by
prior intranasal administration of a sublethal dose of the same
pneumococcus strain. Mice treated with 4 x 10% CFU of Pn1 cleared
the infection from the lungs by 24 h and all survived a subse-
quent lethal challenge with 2 x 107 CFU of Pn1 administered either
one week (Fig. 1A) or 2 months (results not shown) after treat-
ment, while all saline-treated mice died after the lethal challenge.
Both protected and non-protected animals showed similar bac-
terial loads in the lungs at 4h and 24 h post-challenge (Fig. 1B).
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Fig. 1. A sublethal dose of S. pneumoniae protects against a subsequent challenge with a lethal dose. On day 0, C57BL/6 mice were treated i.n. with a sublethal dose of S.
pneumoniae serotype 1 (Pn1, 4 x 10* CFU) or saline. On day 7, mice were challenged i.n. with a Pn1 lethal dose (2 x 107 CFU). (A) Survival rate of animals (n=6 per group). (B)
Box-Whiskers plot of lung bacterial load 4, 24 and 48 h after the challenge of protected and saline-treated control mice. Lungs were harvested at the indicated time point
and homogenized to count bacteria in blood agar plate (n=4 per group at different time point). Results are representative of more than 3 independent experiments.

However, by 48 h protected animals have almost cleared the infec-
tion from the lungs while bacterial load was significantly increased
in the non-protected group (Fig. 1B). Bacteria were found in the
blood of all saline-treated animals 24 h after lethal infection while
blood cultures were negative for all protected animals (data not
shown). In conclusion, our data showed that pre-treatment with a
sublethal dose of Pn1 confers solid and long-lasting protection to
invasive pneumococcal infection with the same strain.

Sublethal Pn1 infection elicited early IgM and IgG specific
antibodies

Antibodies have been long recognized as the main effectors of
protection against pneumococcal invasive diseases. Therefore, we
evaluated the humoral response in our model of protection. We
analyzed IgG and IgM antibodies specific for whole cell pneumo-
coccal serotype 1 antigen (WCPn1Ag) and capsular pneumococcal

polysaccharide type 1 (PnPS1) in serum obtained 7 days after treat-
ments, just before challenge. Mice that received a sublethal dose of
Pn1 showed increased levels of specific anti-WCPn1Ag IgM anti-
bodies, while no significant levels of specific IgG (Fig. 2A) nor IgA
(datanotshown) antibodies were detected. Interestingly, these ani-
mals developed significant levels of both IgM and IgG antibodies
specific to type 1 capsular polysaccharide (Fig. 2B). Thus, a sublethal
i.n. Pn1 infection induced significant IgM and IgG anti-capsular
antibodies as early as one week after administration that could be
associated with protection against pneumonia.

Transcriptional analysis showed upregulation of Il117a and Ifng in
protected mice

To further investigate the immune mechanisms involved in
protection, we evaluated whether protection correlated to a spe-
cific transcriptional signature in the lungs. For this, we conducted
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Fig. 2. Treatment with a sublethal intranasal dose of S. pneumoniae induces the production of serum specific antibodies. Mice receiving 4 x 10* CFU were bled 7 days later and
specific IgG and IgM antibodies against whole cell pneumococcal type 1 antigen (WcPn1Ag) (A) or purified pneumococcal polysaccharide type 1 (PnPS1) (B) were detected
by ELISA. Results are expressed as mean + SEM of 8 mice/group. For statistical analysis Mann-Whitney Test was used.
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Fig. 3. Protected and non-protected mice show similar lung transcriptional profile.
Diagram showing microarrays analysis and the number of statistically significant
(p<0.01) differentially expressed genes in the comparison between 2 groups (n=3
per group).

microarray-based genome-wide expression analysis. First, we eval-
uated the global lung transcriptional response associated with
acute pneumonia at 24h. We found that infected mice pre-
sented 2724 differentially expressed genes as compared with
saline-treated animals: 1174 transcripts were downregulated and
1550 were upregulated (Fig. 3 and Supplementary Table 1).
Most altered biological processes were those related to immunity
and defense, like interferon-mediated immunity and B-cell and
antibody-mediated immunity, as well as those related to signal
transduction, cell adhesion, cell communication and cell prolifer-
ation (Supplementary Table 2). Our results closely correlated with
previously reported observations (Supplementary Fig. 1) (Rosseau
et al. 2007). In conclusion, we observed that acute pneumonia
induces transcriptional alterations in the lungs that correlate in part
with the induction of a strong immune response that is unable to
control the infection.

We next compared the lung transcriptional profile of protected
and non-protected mice sacrificed 24 h after the lethal challenge.
Both protected and non-protected groups presented similar pat-
tern and number of statistically altered genes when compared
to saline-treated animals (2764 and 2724 respectively, Fig. 3).
Of note, comparison between protected versus non-protected
mice showed only 149 genes that were statistically significant
(p<0.01) differentially expressed: 133 genes were up-regulated
while only 16 were down-regulated (Fig. 3 and Supplementary
Table 3). Within differentially expressed genes there was a clear
dominance of those related to immunity (Table 1) and the prin-
cipal altered biological processes were all related to immunity
such as macrophage-, interferon-, B cell- and antibody-, T cell-,
cytokine- and chemokine-, granulocyte-mediated immunity pro-
cesses (Table 2). These data were validated by real time RT-qPCR
for a set of relevant genes related to immunity (Supplementary
Fig. 2).

Among differentially expressed genes related to immunity, we
identified Ifng and Il17a as relevant genes associated to protec-
tion against pneumococcal infection (Table 1). Additionally to Ifng
there were other altered genes related to IFN-y- like Cxcl9, Cxcl11,
Tap1, Gbp2, Irf1, Irf8 and Socs1, reinforcing the relevance of IFN-
y-mediated immunity. Similarly, upregulation of genes associated
with T-cell mediated immunity like C2ta (class Il transactiva-
tor), Gzma (granzyme A), Ctla4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein), Icos (inducible T-cell co-stimulator) were also a hall-
mark of protection (Table 1). We found upregulation of several
genes related to B-cell- and antibody-mediated immunity like
Igj (immunoglobulin joining chain), Igk (immunoglobulin kappa
chain) and Cd40 (CD40 antigen) that could be associated with
the induced humoral response against pneumococcus. Other

upregulated genes included Gzmb, a gene related to granulocyte
mediated immunity, and the chemokine ligand 1 Xcl1 related to
ckemokine mediated immunity (Table 1). Overall the pattern of
altered genes and altered biological processes suggested an impor-
tant role ofimmune response involving granulocytes, B- and T-cells
in protection.

IL-17 and IFN-y responses are accelerated and strengthened in
protected animals

We then decided to focus our study on genes related to IL-17A
and IFN-vy and we evaluated their kinetic of expression by RT-qPCR
in protected and non-protected mice. For IL-17A related genes we
extended the analysis to genes like I117f and 1122 that only emerged
as differentially expressed genes in the microarray analysis when
considering p <0.05 instead of p <0.01. For IFN-y-related genes we
analyzed Ifng and Cxcl11, and also Socs1 which is involved in the
negative control of IFN-vy signaling pathway.

Early as 8 h after challenge mRNA levels of I117a and 1l17f were
already significantly higher in protected animals (Fig. 4A). The dif-
ference between groups peaked by 24 h and was maintained at all
time points. By 24 h we found a 7-8 fold increase in I117a mRNA
level that correlated with a similar fold increase in protein lev-
els (Fig. 4A and C). Transcript levels of 1122 were also significantly
upregulated at 24 h although they decreased at 48 h reaching simi-
lar levels as those in the non-protected group (Fig. 4A). These results
showed that upregulation of IL-17-related genes expression is a
hallmark of protection.

Regarding IFN-y-related genes, we found that mRNA levels
of Ifng and Cxcl11 did also peaked at 24 h in protected animals
(Fig. 4B); we also confirmed augmented levels of IFN-y protein at
this time point (Fig. 4C). However, and contrary to what it was
observed for IL-17-related genes, Ifng and Cxcl11 were strongly
upregulated by 48 h in the non-protected group, and transcript
levels were similar or even higher than in protected animals
(Fig. 4B). Several other IFN-y-related genes like Cxcl9, Tap1, Irf1,
Irf8 and Gbp2 have similar behavior (data not shown). Thus, pro-
tected animals displayed an early upregulation of Ifng and other
IFN-y-related genes that seem to be regulated as suggested by
the concurrent upregulation of Socs1, whereas in animals that
were going to die the IFN-y mediated inflammatory response was
delayed.

CD4* T cells are an important source of IL-17A but not of IFN-y

The upregulation of IL17A and cytokines related to Th17-cells
like IL-17F and IL-22 in protected mice suggested the pres-
ence of Th17-cells in the lungs of these mice. Using intracellular
cytokine detection we found a significant increase in the per-
centage of IL17A expressing cells in protected mice compared
to non-protected mice sacrificed 24 h after Pn1 lethal challenge
(Fig. 5A). Therefore, the increase in IL-17A mRNA and protein levels
correlated with the increase in IL17A-expressing cells. Regarding
IFN-y-expressing cells no statistically significant difference was
observed between protected and non-protected mice but both
groups showed increased numbers compared to naive animals
(Fig. 5A). However IFN-y positive cells from protected mice showed
higher IFN-y mean fluorescence intensity than those from non-
protected mice (data not shown). Almost 40% of IL17A-producing
cells in the lungs of protected mice were identified as CD4* T cells
(Fig. 5B). Nevertheless, T CD4* cells represented a minor I[FN-+y pro-
ducer population in protected mice as well as in the other groups
(Fig. 5B). Overall, these data indicated that protection against Pn1
acute pneumonia is associated with the presence of Th17 cells but
not Th1 cells in the lungs.
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Table 1

Genes related to immune response in lung microarray comparison of protected versus non-protected animals. On day 0, C57BL/6 mice were treated i.n. with a sublethal dose of
S. pneumoniae serotype 1(Pn1, 4 x 10* CFU) or saline. On day 7, mice were challenged i.n. with a Pn1 lethal dose (2 x 107 CFU). The table shows statistically significant (p <0.01)
differentially expressed genes related to immunity 24 h after the administration of a lethal dose in the lungs of protected (sublethal +lethal Pn1) versus non-protected mice
(saline +lethal Pn1), 3 animals per group. LogQ is the logarithmic base 2 fold change. PANTHER annotation is shown.

Gene Gene_Name Celera ID Entrez ID LOG-Q
Cxcl9 chemokine (C-X-C motif) ligand 9 mCG12528.2 17329 3.04
Ifng interferon gamma mCG1237.1 15978 2.97
Igk-V21 immunoglobulin kappa chain variable 21 (V21) mCG142161.1 16098 2.93
Gzmb granzyme B mCG130827 14939 2.55
U29423 cDNA sequence U29423 mCG1050270 243461 2.47
Igj immunoglobulin joining chain mCG21585.1 16069 2.13
Alox12e arachidonate lipoxygenase, epidermal mCG21175.1 11685 1.99
1117a interleukin 17a mCG7914.1 16171 1.97
C2ta class II transactivator mCG126563.1 12265 1.97
Igk immunoglobulin kappa chain complex mCG142162.1 626145|545854 1.87
Gbp6 guanylate binding protein family, member 6 mCG3631.2 634650 1.85
Mgl1 macrophage galactose specific lectin 1 mCG21504.2 17312 1.83
Igk-v8-21 immunoglobulin kappa variable 8-21 null 620400 1.81
Gbp2 guanylate nucleotide binding protein 2 mCG122229 14469 1.79
Irf8 interferon regulatory factor 8 mCG21199.1 15900 1.69
Gbp6 guanylate binding protein 6 mCG142489/mCG142653 236573 1.66
Gbp8 guanylate-binding protein 8 mCG20328.2 76074 1.65
Clec4n C-type lectin domain family 4, member n mCG130574.2 56620 1.63
Gbp1 guanylate nucleotide binding protein 1 mCG122231 14468 1.60
Xcl1 chemokine (C motif) ligand 1 mCG8362.2 16963 1.51
Icos inducible T-cell co-stimulator mCG113578.1 54167 1.44
Lair1 leukocyte-associated Ig-like receptor 1 mCG59003.2 52855 1.43
Irf1 interferon regulatory factor 1 mCG13768.1 16362 1.41
1118bp interleukin 18 binding protein mCG6766.2 16068 1.39
Cer5 chemokine (C-C motif) receptor 5 mCG16378.1 12774 1.39
Gbp4 guanylate nucleotide binding protein 4 mCG21119.2 55932 1.37
Gzma granzyme A mCG4516.2 14938 1.34
Aif1 allograft inflammatory factor 1 mCG15923.1 11629 1.31
Lect2 leukocyte cell-derived chemotaxin 2 mCG5202.1 16841 1.30
Sell selectin, lymphocyte mCG9377.2 20343 1.26
Ifi47 interferon gamma inducible protein 47 mCG14415.3 15953 1.25
Cd209c CD209c antigen mCG1026173.1/mCG1028293.1| 628890|170776 1.24
Cd244 CD244 natural killer cell receptor 2B4 mCG10012.1 18106 1.11
Tap1 transporter 1, ATP-binding cassette mCG23012.2 21354 1.10
Igk-V8 immunoglobulin kappa chain-V8 mCG131871.2 384422|545854/|16071| 1.10
Prf1 perforin 1 (pore forming protein) mCG15751.1 18646 1.10
Tap2 transporter 2, ATP-binding cassette mCG23013.2 21355 1.06
Ccl7 chemokine (C-C motif) ligand 7 mCG52384.1 20306 1.06
Clec7a C-type lectin domain family 7 mCG130109.2 56644 1.06
Cd40 CDA40 antigen mCG17530.2 21939 1.05
Cxcl13 chemokine (C-X-C motif) ligand 13 mCG8493.1 55985 -1.09
Plat plasminogen activator, tissue mCG13091.1 18791 -1.18

Protected animals showed higher recruitment of PMNs

Flow cytometry analysis of lung single cell suspensions showed
that lethal Pn1 challenge induced a high recruitment of neutrophils
(PMNSs) both in sublethal Pn1 and saline treated mice compared
to naive mice, when evaluated 24 h after challenge (Fig. 6). More

Table 2

Microarrays analysis shows altered biological processes related to immune
response. Ontology enrichment analysis for biological processes based on the 149
differentially expressed genes (3 between protected and non-protected animals 24 h
after the lethal challenge.

Biological process p-Value

Immunity and defense 9.31E-10
Macrophage-mediated immunity 8.65E - 07
Interferon-mediated immunity 1.40E — 06
B-cell- and antibody-mediated immunity 1.77E-04
Cytokine and chemokine mediated signaling pathway 2.19E-04
T-cell mediated immunity 1.02E-02
Granulocyte-mediated immunity 1.57E-02
Cytokine/chemokine mediated immunity 1.79E - 02
Proteolysis 2.23E-02
Signal transduction 3.47E-02
Nucleoside, nucleotide and nucleic acid transport 3.47E-02

importantly, protected mice showed higher amounts of PMNs than
non-protected mice. PMNs have been considered as one of the
principal effectors cells in the clearance of pneumococcus, most
likely working in conjunction with specific anti-PS antibodies. In
this sense, both generated antibodies and recruited PMNs seem to
be critical for the observed protection.

Discussion

It is largely assumed that systemic antibodies to the capsular
polysaccharide primarily determine the immunity against pneu-
mococcal invasive disease (Malley 2010). To gain further insights
into the molecular and cellular basis of this protection we estab-
lished and characterized a murine model of protection against acute
pneumonia using a clinical isolate of S. pneumoniae serotype 1.
Then, we evaluated several aspects of transcriptional, humoral and
cellular responses in protected and non-protected animals.

We showed that a sublethal Pn1 infection elicited specific anti-
bodies against both pneumococcal polysaccharide type 1 (PnPS1)
and whole cell antigen (WcPn1Ag), and resulted in 100% sur-
vival after a subsequent homologous lethal challenge. Anti-whole
cell antigen antibodies were exclusively of IgM isotype, whereas
the elicited anti-capsular antibodies were of both IgM and IgG
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Fig. 4. In protected animals there is a strongly IL-17A- and an early IFN-y-related genes response. On day 0, C57BL/6 mice were treated i.n. with a sublethal dose of S.
pneumoniae serotype 1 (Pn1, 4 x 104 CFU) or saline. On day 7, mice were challenged i.n. with a Pn1 lethal dose (2 x 107 CFU). Lungs were harvested at 1.5, 4, 8, 24 and 48 h
after the lethal dose (n=7 at 24 h and n =3 for other time points). Kinetics of relative mRNA levels referred to saline control group is shown for the Th17 related cytokines
1117a, 1117f and 1122 (A), Ifng, Cxcl11 and Socs1 for IFN-vy related genes (B). Quantity of IL-17A and IFN-y protein per lung 24 h after challenge (C). Statistics are shown for
Pnlsublethal +Pn1lethal compared to saline +Pn1 lethal groups in kinetic point utilizing Mann-Whitney Test when possible or Student’s T test.

isotypes. A previous work reported that early anti-capsular anti-
bodies raised during a S. pneumoniae infection were mainly of [gM
isotype (Richards et al. 2010), whereas in our work we found high
levels of both IgM and IgG anti-PnPS1. Unlike other pneumococcal
serotypes, capsular polysaccharide type 1 has the particularity of
presenting a zwitterionic motif within each repeating structural
unit (Cobb and Kasper 2005). It has been shown that zwitteri-
onic polysaccharides, and particularly PnPS1, can activate CD4* T
cells both in vivo and in vitro trough a MHCII-dependent mecha-
nism (Velez et al. 2009), conferring T-dependent properties to this

antigen (Cobb and Kasper 2005; Chung et al. 2003; Groneck et al.
2009). Therefore, we suggest that the early presence of high lev-
els of anti-PnPS1 IgG observed in our model may be due to the
zwitterionic characteristic of type 1 pneumococcal polysaccharide.

The results obtained from the microarray assays showed
that i.n. challenge with a high dose of pneumococcus induced
a strong immune response with 2274 differentially expressed
genes that is nevertheless unable to control the infection.
Instead, comparative analysis of lungs from protected versus non-
protected animals showed a comparatively small amount of genes
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Fig. 5. Protected mice showed increased IL-17A* CD4* T-cells. On day 0, C57BL/6 mice were treated i.n. with a sublethal dose of S. pneumoniae serotype 1 (Pn1, 4 x 10* CFU)
or saline. On day 7, mice were challenged i.n. with a Pn1 lethal dose (2 x 107 CFU) or saline. Lungs were harvested 24 h after the lethal dose (n=3) and processed for flow
cytometry analysis. (A) Results are expressed as mean & SEM of the percentage of IL17A* or IFNy* positive cells in the total of CD45* viable cells acquired for each group. (B)
Mean £ SEM of the percentage of CD3*CD4*IL17A* or CD3*CD4*IFN-v cells in the total of IL17A- or IFNvy-positive cells, respectively for each group. For statistical analysis

Student’s T test was used.

differentially expressed (149 genes), with an overrepresentation of
genes belonging to biological processes related to immunity and
defense. Among these genes, we found a clear signature of upregu-
lated IL17- as well as IFN-y-related genes in protected animals. We
also found marked differences in the dynamic of I117a- and Ifng-
related genes expression between protected and non-protected
animals. In non-protected animals, transcript levels of I1117-related
genes remained low at all time points, whereas IFN-y and IFN-y-
related genes were highly upregulated by 48 h even surpassing the
level of expression found in protected animals. This could be in line
with previous reports showing that IFN-y do not have a protec-
tive role in pneumococcal pneumonia (Rijneveld et al. 2002; van
der Poll and Opal 2009). However, in protected animals we also
found consistent evidence that a strong IFN-y related response
is present earlier in time. This response seems to be also reg-
ulated as seen by the upregulation of the negative factor Socs1.
These results are consistent with other reports that postulated a
beneficial role of IFN-y as a phagocyte-activating cytokine in the

clearance of S. pneumoniae (Rubins and Pomeroy 1997; Yamamoto
et al. 2004). Altogether, these results suggest the importance of a
timely regulated IFN-vy response; an early response may be associ-
ated with protection, whereas a delayed response may contribute
to the uncontrolled proinflammatory response that is a hallmark of
pneumococcal pneumonia.

The T helper type 17 (Th17) cells produce several effectors
cytokines including IL-17A, IL-17F and IL-22 and all have been
shown to be critical for mucosal immunity against extracellular
pathogens (Aujlaetal. 2007; Curtis and Way 2009; Kolls and Khader
2010; Ye et al. 2001) and particularly in prevention of pneumococ-
cal colonization (Lu et al. 2008; Moffitt et al. 2011). Moreover, it has
been shown that zwitterionic polysaccharides like PnPS1 and Cell
wall pneumococcal polysaccharide are able to induce IL-17A pro-
duction and Th17 responses (Groneck et al. 2009; Lu et al. 2008).
Accordingly, our results confirmed the presence of Th17 cells in
lungs of protected animals. Furthermore, we showed that CD4* T
cells are one of the main IL-17A producing cell populations, but the
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Fig. 6. Protected mice showed increased numbers of neutrophils. On day 0, C57BL/6
mice were treated i.n. with a sublethal dose of S. pneumoniae serotype 1 (Pnl,
4 x 10% CFU) or saline. On day 7, mice were challenged i.n. with a Pn1 lethal dose
(2 x 107 CFU) or saline. Lungs were harvested 24 h after the lethal dose (n=5) and
processed for flow cytometry analysis. Neutrophils (PMNs) were identified as Ly6G*
CD11b* cells. Results are expressed as mean + SEM for each group. Mann-Whitney
Test was used for statistical analysis.

results also suggested that there are other cell populations involved
inIL-17A productionin the lungs. Other populations that might pro-
duce IL-17A include y3 T cells (Ley et al. 2006), NKT cells (Michel
etal. 2007), NKT-like cells (Ley et al. 2006), and CD8* T cells (Happel
et al. 2003). In particular, it has been recently shown that infection
by pneumococcus induces the generation of IL-17A by yd T cell
(McNeela et al. 2010).

Contrary to our findings regarding IL-17A, we found that CD4*
T cells were not the main producers of IFN-vy in protected animals.
A recent report identified NK cells as the main source of [FN-vy in
the lungs (McNeela et al. 2010). Instead, preliminary experiments
conducted by us identified CD8* T cells as a major producer of IFN-y
in the lungs (results not shown), but so far we cannot discard that
lung NK cells are also a main producer in our experimental setup.
Work aimed at evaluating this is currently undergoing.

It is well known that IL-17A mediates direct recruitment, dif-
ferential activation and increased survival of neutrophils and
macrophages (Kolls and Linden 2004; Lu et al. 2008; Miyamoto
et al. 2003), and also plays an important role in activating epithelial
innate immune responses (Ishigame et al. 2009). Otherwise, IL-17A
has also been shown as an activating T cell cytokine in antigen-
specific T-cell-mediated immune responses (Ishigame et al. 2009;
Nakae et al. 2002). More recently, a single work using myelin oligo-
dendrocyte glycoprotein (MOG)-specific T-cell receptor transgenic
mice (2D2) has proposed that Th17 cells may serve as effective B-
cell helpers (Mitsdoerffer et al. 2010). Here we show that protected
mice had increased numbers of neutrophils, specific antibodies and
aTh17 response. Overall, our results suggest that in protected ani-
mals Th17 cells may collaborate with B-cells in the production of
specific antibodies to the zwitterionic PnPS1 that work together
with recruited neutrophils for clearance of the infection.

In summary, our results support the critical role that antibodies
and PMNs play in the protection against acute pneumococcal pneu-
monia, and also suggest that upregulation of IL-17- and a timely
regulated IFN-y-related gene expression response, together with
development of a Th17 cell response, are relevant characteristics

of the protective immunity against S. pneumoniae acute pneumo-
nia. This information may be relevant for the development of new
vaccines against S. pneumoniae infection.
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Background. Exogenous activation of pulmonary invariant natural killer T (iNKT) cells, a population of
lipid-reactive o T lymphocytes, with use of mucosal a-galactosylceramide (o-GalCer) administration, is a prom-
ising approach to control respiratory bacterial infections. We undertook the present study to characterize mecha-
nisms leading to o-GalCer-mediated protection against lethal infection with Streptococcus pneumoniae serotype 1,
a major respiratory pathogen in humans.

Methods and Results. o-GalCer was administered by the intranasal route before infection with S. pneumoniae.
We showed that respiratory dendritic cells (DCs), most likely the CD103" subset, play a major role in the activa-
tion (IFN-y and IL-17 release) of pulmonary iNKT cells, whereas alveolar and interstitial macrophages are minor
players. After challenge, S. pneumoniae was rapidly (4 hours) eliminated in the alveolar spaces, a phenomenon
that depended on respiratory DCs and neutrophils, but not macrophages, and on the early production of both
IFN-y and IL-17. Protection was also associated with the synthesis of various interferon-dependent and IL-
17-associated genes as revealed by transcriptomic analysis.

Conclusions. These data imply a new function for pulmonary CD103" DCs in mucosal activation of iNKT
cells and establish a critical role for both IFN-y and IL-17 signalling pathways in mediating the innate immune
response to S. pneumoniae.

The extracellular, gram-positive bacterium Streptococ-
cus pneumoniae (also called pneumococcus) is a
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serious human pathogen that causes more than 50%
of the cases of community-acquired bacterial pneumo-
nia [1, 2]. Innate immunity is crucial in the early
phase of natural anti-pneumococcal host defence and
alveolar macrophages and neutrophils play key roles
in the clearance of bacteria. However, in situations in
which the immune system is overwhelmed (for in-
stance, after infection with a high dose of S. pneumo-
niae) or deficient, bacterial replication is not controlled
and hosts die of immune cell-mediated pneumonia
and sepsis because of bacterial dissemination. Stimula-
tion of the lung-innate immunity with use of bacterial
crude extracts or purified flagellin protects against
lethal respiratory pneumococcal infection in mouse
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models [3-5]. In these settings, activation of Toll-like receptors
(TLRs) in stromal (epithelial cells) and/or hematopoietic (den-
dritic cells [DCs], macrophages) cells is a crucial step to
promote macrophage and/or neutrophil-mediated bacterial
clearance. In this study, we assessed the role of o-
galactosylceramide (o-GalCer), a synthetic, non-TLR agonist
glycolipid known to activate potent innate responses, in the
control of acute respiratory pneumococcal infection.

Invariant natural killer T (iNKT) cells are innate-like of T
lymphocytes expressing markers associated with the NK
lineage. These cells express a semi-invariant TCR and
rapidly secrete cytokines upon stimulation with certain lipid
antigens (Ags), such as o-GalCer, which is presented by the
nonpolymorphic CD1d molecule expressed by Ag-present-
ing cells (APC) [6-10]. In the mouse system, iNKT cells can
be subdivided into 2 main populations based on the ex-
pression of NK1.1; the NK1.1" subset is described to prefer-
entially produce IFN-y and IL-4, and the NK1.1~ subset is
more prone to release IL-17 [7, 11, 12]. Human iNKT cells
can also produce IFN-y, IL-4, and IL-17 [7]. iNKT cells are
critical regulators of the immune response to infectious
agents, and therapies to promote iNKT cell activation may
represent a promising approach to treat respiratory (antibi-
otic-resistant) bacterial infections [7, 13]. Here, we first
sought to identify the role of pulmonary APC in the
primary activation of lung iNKT cells after intranasal (i.n.)
administration of a-GalCer. Using a pathogenic strain of S.
pneumoniae serotype 1, a major serotype associated with in-
vasive disease in humans [14], we then studied the mecha-
nisms underlying o-GalCer-mediated protection against a
lethal S. pneumoniae challenge.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and Abs

o-GalCer was from Axxora Life Sciences (Coger). Cyanine
(Cy)5-conjugated o-GalCer [15] and clodronate-containing
liposomes [16] were produced as described elsewhere. Mono-
clonal Abs against mouse CD3 (APC-conjugated), NKI.1
(PE- or PerCp-Cy5.5-conjugated), TCR-B (FITC or Pacific
Blue-conjugated), CD69 (PerCp-Cy5.5-conjugated), CD11b
(PerCp-Cy5.5-conjugated), Ly6G (PE-conjugated), CD103
(PE-conjugated), CD11c (APC or PE-Cy7-conjugated), F4/80
(PerCp-Cy5.5 or PE-Cy7-conjugated), CD45 (FITC or
eFluor605NC-conjugated), CD1d (biotin-conjugated), Strepta-
vidin (Alexa Fluor-700-conjugated), IFNy (Alexa Fluor-
488-conjugated), IL-17A (Alexa Fluor-647-conjugated), and
isotype controls were purchased from BD Pharmingen. The
LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit was from Invitrogen.
PE-conjugated PBS-57 glycolipid-loaded CD1d tetramer was
from the National Institute of Allergy and Infectious Diseases
Tetramer Facility (Emory University, Atlanta, GA).

Mice

Wild-type (WT) C57BL/6 mice were purchased from Janvier.
Jal8 ~/~, CD11c-DTR, and Il17ra~’~ mice are described else-
where [17-19]. Eight-week-old male mice were used in this
study. For S. pneumoniae infection, mice were maintained in a
biosafety level 2 facility. All animal work conformed to the
Pasteur Institute, Lille, Animal Care and Use Committee
guidelines (agreement number N°AF16/20090).

Analysis of iNKT and NK Cell Activation

Lung mononuclear cells (MNCs) were prepared as described
elsewhere [20]. MNCs were incubated with appropriate com-
binations of Abs and/or PBS-57-loaded CD1d tetramer to
identify iNKT and NK cells. For intracellular staining, cells
were fixed in PBS 1% paraformaldehyde and incubated with
appropriate Abs in 0.1% saponin buffer. Cells were acquired
and analyzed on a LSR Fortessa (Becton Dickinson) cytometer
using the FACSDiva software.

Measurement of Cy5-a-GalCer Incorporation by Respiratory
APC

Lung cells were prepared 45 minutes after in. inoculation
of Cy5-conjugated or unconjugated o-GalCer (2 ug). Then,
2 x 10° cells/well were resuspended in the appropriate combina-
tion of Abs to allow DC and macrophage subset identification,
and incorporation of Cy5 was analyzed on the LSR Fortessa.

Respiratory APC and iNKT Co-cultures

Cell-sorted respiratory DC and macrophages were pulsed with
graded doses of o-GalCer for 2 hours, washed, and co-
cultured for 48 hours with hepatic CD5" NKI1.1" cells, which
were purified as described elsewhere [21] or with the iNKT
cell hybridoma DN32.D3 [22]. Cytokine production was mea-
sured in the culture supernatants by enzyme-linked immuno-
sorbent assay.

Inoculation of a-GalCer, Infection With S. pneumoniae, and
Assessment of Bacterial Counts

Mice were inoculated by the in. route with o-GalCer (2 ug).
S. pneumoniae serotype 1 clinical isolate E1586 sequence type
ST304 is described elsewhere [4, 23, 24]. Mice were anesthe-
tized and administered i.n. with 5x 10° bacteria. Mice were
monitored daily for illness and mortality for 14 days. A mor-
phology-based differential cell count was conducted on cyto-
spin preparations from the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid
samples and stained with Diff-Quik solution (Sigma). Bacterial
burden in the lungs and BAL samples was measured by
plating lung homogenates or BAL samples onto blood agar
plates. Colony-forming units were enumerated 24 hours later.

Micro-array Analysis
Total RNA (2 ug) from whole lungs was processed on the
Mouse Whole Genome Arrays, version 2.0 (Applied
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Biosystems), and transcriptomic analysis was performed as de-
scribed elsewhere [25], using the NeONORM normalization
method with k=0.20. The longitudinal analysis of statistically
significantly regulated genes was performed as described else-
where [26]. Gene Ontology (GO) and KEGG annotations were
analyzed using the Panther Protein Classification System (http
://lwww.pantherdb.org). As multiple testing corrections, we
used the method of Bonferroni as described elsewhere [27].
The microarray data for the experiments described here were
deposited in the MACE database (http://mace.ihes.fr) under
accession number 3149240694.

Depletion of DCs, Neutrophils, and Alveolar Macrophages

For depletion of DCs, mice heterozygous for the CD11¢c-DTR
transgene were injected by the intra-peritoneal route (i.p.)
with 100 ng diphtheria toxin (DT; Sigma) as described else-
where [18]. Neutrophil depletion was achieved with a single
i.p. injection of 250 pg of anti-Ly6G (clone NIMPR14) or
isotype control (LTF-2) mAb 1 day before S. pneumoniae
challenge. To deplete alveolar macrophages, mice were admi-
nisitered by the i.n. route with 20 pg of clodronate-containing
liposomes.

Neutralization of IFN-y

Recipient mice were injected (i.p.) with 100 pug anti-IFN-y
(AN18) or with the isotype control mAb (HRPN) 1 hour
before o-GalCer treatment.

Statistical Analyses

Results are expressed as the mean + standard deviation or
standard error of the mean. The statistical significance of dif-
ferences between experimental groups was calculated using
analysis of variance with a Bonferroni post-test or an unpaired
Student ¢ test (GraphPad Prism 4 Software). Survival of mice
was compared using Kaplan-Meier analysis and log-rank test.

RESULTS

Respiratory DCs are Essential to Activate Pulmonary iNKT
Cells In Vivo
We first analyzed the kinetics of the pulmonary iNKT cell re-
sponse after in. inoculation of o-GalCer. As shown in
Figure 1A, o-GalCer decreased the frequency of lung iNKT
cells 12 hours and 24 hours, but not 6 hours, after treatment,
a phenomenon probably attributable to TCR internalization
[28, 29] and/or to activation-induced cell death [30, 31]. This
effect was associated with an enhanced expression of intracel-
lular IFN-y and IL-17A in iNKT cells (Figure 1B and 1C). Of
note, although the NK1.1" iNKT cell subset only produced
IEN-y, NK1.1™ iNKT cells produced both IFN-y and IL-17A
(Figure 1C).

The role of respiratory APC in the activation of pulmonary
iNKT cells is ill-defined. To investigate the potential role of

DCs in lipid Ag presentation in vivo, transgenic CD11c.DTR
mice were used [18]. As shown in Figure 2A, DT treatment
depleted by approximately 80% lung DCs (CD11c" F4/80"°%).
However, the number of alveolar (CD11cP* F4/80™) and in-
terstitial (CD11c"™® F4/80™) macrophages remained un-
changed. Because 2 predominant populations of respiratory
DCs have been described [32, 33], respiratory DCs were dis-
criminated on the basis of CD11b and CD103 expression
(Figure 2B). Of interest, DT treatment resulted in an almost
complete disappearance of CD11b"CD103" (here, referred to
as CD103") DCs, whereas it reduced by approximately 58%
the number of CD11b"CD103"8 (referred to as CD11bMeh)
DCs. This can be explained by the lower level of CD11c ex-
pression by the remaining CD11b™8" DCs (not shown). Of
note, administration of DT completely blunted IFN-y and
IL-17 production by pulmonary iNKT cells (Figure 2C).
Depletion of DCs also resulted in a complete ablation of
IFN-y production by NK cells (Figure 2D). Thus, respiratory
DCs (most likely, the CD103"subset), but not macrophages,
are the major players of pulmonary iNKT cell activation in
response to o-GalCer administered intranasally.

Respiratory DCs Display a High Capacity to Activate Primary
iNKT Cells In Vitro

We then investigated whether these data could be explained
by differential CD1d expression, in vivo incorporation rate of
0-GalCer, or intrinsic ability to directly promote cytokine
release by iNKT cells. As shown in Figure 34, CD103" and
CD11b"* DCs expressed equal levels of CD1d, and this expres-
sion was higher in alveolar macrophages and lower in intersti-
tial macrophages. As indicated in Figure 3B, 45 minutes after
Cy5-a-GalCer in. administration, both CD103" and CD11b"
DCs labeled positively and to a similar extent. Of note, Cy5-
conjugated a-GalCer was strongly incorporated by alveolar
macrophages, whereas interstitial only poorly took-up
0-GalCer (Figure 3B). The ex vivo iNKT cell-activating
properties of respiratory APCs were then compared. DC and
macrophage subsets were sorted from the lung tissue, loaded
with o-GalCer, and then exposed to primary iNKT cells.
CD103" DC and CD11b"8" DC activated the release of IFN-y
by iNKT cells to a similar extent, whereas alveolar macrophag-
es, particularly interstitial macrophages, had a much reduced
capacity to do so (Figure 3C). In contrast, DC and macro-
phage subsets activated the iNKT cell hybridoma DN32.D3 to
the same extent (Figure 3D).

a-GalCer Protects Mice Against Lethal S. pneumoniae
Infection

We next evaluated the impact of o-GalCer treatment on
S. pneumoniae serotype 1 lethal infection. As shown in
Figure 4A, at the dose used (5 LD50), all vehicle-treated mice
died 5 days after infection. In marked contrast, mice

0GalCer Protects Against S. pneumoniae o JID 2012:206 (1 September) o 725

2102 ‘T o100 uo 431N ® /Bio'sfeusnolpioxo pily/:dny woly pspeojumoq


http://www.pantherdb.org
http://www.pantherdb.org
http://www.pantherdb.org
http://mace.ihes.fr
http://mace.ihes.fr
http://mace.ihes.fr
http://jid.oxfordjournals.org/

24h

CD1d/g-GalCer

‘ 0.08

a-GalCer
B PBS 6h 12h 24h
‘ 1.42 0.78 0.43 0.83
_ >
Z Rat lgG1
8]
[
1.12 7.56 11.62
>
IFN-y
C 1% 0% 0% | 0.1%]
PBS < a-GalCer <
r~ M~
h | 0.8% | [12.9% |
19% —
- IFN-y - IFN-y
X ¥
= =
B1%
1.3% 0.1% 5.9% 0.1% |
£ <
i : D e |
# 2| |
1.2% ) _ [14.2% |
H
IFN-y IFN-y

Figure 1. Activation of pulmonary iNKT cells after o-GalCer intranasal inoculation. The lungs were harvested from phosphate-buffered saline (PBS)—
or o-GalCer—treated mice 6, 12, or 24 hours after treatment, and iNKT cells were analyzed by FACS staining. iNKT cells were gated on lymphocytes
expressing TCR-B and positive for the PBS57-loaded CD1d tetramer. (A) Representative dot plots are represented for each time point. No significant
changes in total cell counts were observed in the lungs at these time points. (B) Gated iINKT cells were analyzed for intracellular IFN-y production.
(C) iNKT cells, expressing or not the NK1.1 molecule, were analyzed for intracellular IFN-y and IL-17A production 24 hours after o-GalCer treatment.
Of note, a-GalCer administration enhanced by approximately 30% (n=7) the frequency of detectable NK1.17 iNKT cells. (B and C) Representative dot
plots are shown. Numbers indicate mean percent cells in quadrants obtained with at least 5 mice.

previously treated (24 hours) with a-GalCer did not present
any visible signs of clinical disease and were fully protected
from mortality. Of note, o-GalCer did not confer protection
in mice deficient in iNKT cells (Jal8 ~“mice). The protective
effect of a-GalCer was long-lasting, because 60%-75% of mice
treated 3 and 7 days, but not 14 days, earlier were protected

against S. pneumoniae challenge (Figure 4B). The numbers of
live bacteria in the whole lungs 36 hours after infection corre-
lated inversely with protection against lethal pneumonia
(Figure 4C). Furthermore, there was significantly less bacterial
dissemination to the spleen in mice treated with a-GalCer.
We next investigated whether elimination of bacteria occurs
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Figure 2. Role of respiratory DCs in the production of IFN-y and IL-17A by pulmonary iNKT cells after a-GalCer administration. Transgenic CD11c.
DTR mice were injected with phosphate-buffered saline (PBS) or DT 24 hours before o-GalCer inoculation. (A) Gated live CD45*° cells were analyzed.
The proportions of CD11c™ F4/80™9 (DCs), CD11¢P® MHC F4/80™ (alveolar macrophages, Alv M¢) and CD11c"™9 F4/80™ (interstitial macrophages, Int
M¢) in PBS- and DT-treated mice are shown (/eft panel). The absolute numbers of lung DCs and macrophages from PBS- and DT-treated mice are
shown (right panel). Of note, DT treatment did not affect the number of plasmacytoid DCs (CD11¢"™) (not shown). (B) DCs were discriminated on the
basis of CD11b and CD103 expression on the 2 animal groups. (C and D) the lungs were harvested 24 hours after a-GalCer treatment. The mean
percentages +standard error of the mean (SEM) of pulmonary iNKT cells positive for IFN-y (panel C, left panel) or IL-17 (panel C, right panel) and the
mean percentages + SEM of pulmonary NK (CD5~ NK1.1%) cells positive for IFN-y (panel D) are represented on the bar histograms. (A-D) Significant
differences are designated by using the analysis of variance test, followed by a multiple-comparisons posttest (n=6). ***P<.001, **P< .01, *P<.05.

rapidly after challenge in the alveolar space or at later time
points in the lung tissue after the bacteria have crossed the
lung epithelium. As shown in Figure 4D, a-GalCer induced a
microbicidal or bacteriostatic environment in the alveolar
spaces that rapidly, within the first 4 hours of inoculation, led
to the control of bacterial replication in the airways. This
effect was associated with an enhanced recruitment of neutro-
phils, but not macrophages, in the BAL samples (Figure 4E).

a-GalCer—Mediated Protection is Fully Mediated by
Neutrophils

Because macrophages and neutrophils represent the most
predominant cell populations in the alveolar spaces, we

investigated their respective role in o-GalCer-mediated pro-
tection against S. pneumoniae. As shown in Figure 5A, admin-
istration of anti-Ly6G mAb (NIMPR14) strongly depleted
neutrophils in BAL samples and in the lung. In agreement
with another study [34], depletion of neutrophils accelerated
mortality in PBS-treated mice. Remarkably, in a-GalCer-
injected animals, neutrophil depletion resulted in a fatal
outcome and higher bacterial loads in BAL (Figure 5A).

To study the involvement of alveolar macrophages, known
in some contexts to participate in neutrophil recruitment and
activation [35, 36], mice were administered intranasally with
clodronate-loaded liposomes just before ca-GalCer treatment.
This induced a strong depletion of alveolar macrophages
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Figure 3. Role of pulmonary APCs in the activation of iNKT cells in response to o-GalCer. (4) Lung MNCs were labelled with CD1d Ab (filled
histograms) or isotype control (open histograms) and CD1d expression by pulmonary DCs (/eft panel) and macrophages (right panel) was analysed by
flow cytometry. Shown is a representative experiment out of three. (B) Recipient mice were i.n. inoculated with Cy5-conjugated (2 ug) (filled histograms)
or unconjugated o-GalCer as a control (open histograms) and Cy5 incorporation by CD103* and CD11b* DCs (/eft panel) or by alveolar macrophages (Alv
Md) and interstitial macrophages (Int Mo) (right panel) was analysed by flow cytometry 45 minutes later. Of note, pulmonary T and B cells showed no
labelling in this setting (not shown). Shown are representative histograms of two independent experiments. (C and D) Sorted CD103* and CD11b* DCs
and alveolar macrophages and interstitial macrophages (1x 10* cells/well) were exposed to graded doses of a-GalCer for 2 hours and then cocultured
for 48 hours with sorted hepatic NKT cells (panel €) or the iNKT cell hybridoma DN23.D3 (panel D) (1 x 10° cells/well). IFN-y or IL-2 production was
quantified by enzyme-linked immunosorbent assay. Results represent the mean + standard error of the mean of a representative experiment of 2 (n=3).

***P<.001, **P<.01, *P<.05.

(Figure 5B), but not neutrophils (not shown). Alveolar macro-
phage depletion had no effect on the survival rate or on the
bacterial load of o-GalCer-treated animals (Figure 5B). Thus,
after o-GalCer stimulation, neutrophils play a key role in bac-
terial killing, independently from macrophages.

Protection Is Associated With Increased Expression of IFN-
and IL-17-related Defence Genes

To gain insight into the mechanism of protection conferred
by a-GalCer, we analyzed the gene expression signature that
characterizes the lung after o-GalCer administration. At 4
hours after treatment, a transient regulation of gene expression
(477 induced, 211 repressed; P < .01) was detected (Figure 6A).
This initial gene expression program then evolved toward a

more balanced profile at 18 hours, characterized by an en-
hanced number of regulated genes (1023 induced, 1078
repressed). Direct comparisons of the transcriptomic profiles
at 4 hours and 18 hours with the baseline (0 hour) measure-
ment identified genes with significant changes in expression
(Figure 6B and 6C). These 2 gene sets (4 hours and 18 hours)
showed significant enrichment of different gene ontology sets,
such as immunity and defence and cytokine and chemokine
(Figure 6D and 6E). Of interest, the neutrophil-recruiting che-
mokines Cxcll and Cxcl2 were strongly up-regulated at 4
hours (Log Q >3) (Figure 6F). Numerous IFN-dependent
genes, such as chemokines (Cxcl5/9/10/11) and members of
the so-called IFN-stimulated gene (ISG) family (eg, Irgl
and Igtp) were found to be strongly (Log Q >3) up-regulated
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Figure 4. c-GalCer—mediated protection against Streptococcus pneumoniae challenge. (A) Age-matched WT or Ja78 ~~ mice previously treated or

not with o-GalCer (24 hours before) were infected intranasally with S. pneumoniae (5 x 108 CFU) and monitored daily. The log-rank test for comparisons
of Kaplan—-Meier survival curves indicated a significant increase in the survival of o-GalCer-treated WT mice compared, with phosphate-buffered saline
(PBS)treated mice. P<.001 (n=at least 15 mice/group). (B) Mice were treated with o-GalCer 3, 7 or 14 days before S. pneumoniae challenge. P<.001
(1 day vs 14 days), P<.05 (3 and 7 days vs 14 days) (n=6-10 mice/group). (C) Mice, either treated or not with o-GalCer, were sacrificed 36 hours after
S. pneumoniae challenge and the number of CFU was determined in the lungs and in the spleen. (D) Mice were sacrificed at different time points after
challenge and the number of CFU was determined in BAL samples. (£) The total number of cells in BAL was determined at 4 hours after challenge.
(C—E) Error bars represent the mean + standard error of the mean (n=9). ***P<.001, **P< .01, *P< .05.

18 hours after treatment. In parallel, genes associated with
IL-17 (Cxcl1/2/9/10/11, 1l6, Csf3, Ccl2/7, Saa3) were induced
in response to a-GalCer. Thus, o-GalCer induced IFN- and
IL-17-mediated gene expression in the lungs, a signature that
may account for its protective effect against S. pneumoniae
lethal challenge.

IFN-v, IL-17, and Respiratory DCs are Required for a-GalCer—
mediated Protection Against S. pneumoniae

Inoculation of a-GalCer resulted in IFN-y and IL-17 production
by iNKT cells, a phenomenon that depended on respiratory
DCs. We next addressed the role of these cytokines in the o-
GalCer-mediated protection against S. pneumoniae lethal chal-
lenge. Compared with the isotype control, the neutralizing

anti-IFN-y Ab (AN18) partially reduced the protective effect
conferred by a-GalCer, because approximately 50% of mice
died 5 days after infection (Figure 7A). Similarly, the lack of
IL-17Ra reduced the protective effect of a-GalCer by half.
When these 2 deficiencies were combined, o-GalCer failed to
confer its protective effects; the totality of Il17ra™"~ mice treated
with the anti-IFN-y Ab died. Thus, IFN-y and IL-17 function
cooperatively to clear S. pneumoniae in our setting. To our
knowledge, this is the first time that IL-17 has been shown to
exert a protective anti-infectious effect after o-GalCer treatment.

We finally assessed the role of respiratory DCs in o-
GalCer-mediated protection. DT treatment completely abro-
gated the protective effect of o-GalCer in transgenic CD11c.
DTR mice (Figure 7B).
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Role of neutrophils and macrophages in the a-GalCer—mediated protection against Streptococcus pneumoniae lethal challenge. Recipient

mice were injected with 250 ug anti-Ly6G or isotype control mAb (panel A) or received (i.n.) liposome clodronate (panel B) 24 hours before vehicle or
o-GalCer treatment. Animals were infected with S. pneumoniae 24 hours later. Upper panel, Representative dot plots showing neutrophil depletion in
BALs and lungs (panel A) and macrophage depletion in BALs (panel B). Middle panel, Percentages of survival of infected mice, either depleted or not
in neutrophils (panel A) or macrophages (panel B). Lower panel, the number of CFU was determined in the BALs 4 hours post challenge. For the upper
right panel, the significant difference is designated by a Student t test. For the other panels, significant differences are designated by using the analysis
of variance test, followed by a multiple-comparisons posttest. **P<.05 (n=6, two independent experiments). Although not significant, o-GalCer
reduced the number of CFU in neutrophil-depleted animals and delayed the animal death by two days compared to the control group (PBS + NIMPR14).

DISCUSSION

In this study, we assessed the role of o-GalCer, a non-TLR
agonist that specifically activates iNKT cells, in the control of
acute respiratory pneumococcal infection. Alpha-GalCer has
been reported to enhance host resistance to extracellular cap-
sulated bacteria, such as pneumococcus, but the underlining
mechanisms are still elusive. Kawakami et al reported that i.p.
delivery of a-GalCer at the time of S. pneumoniae serotype 3
infection led to a partial, but significant, reduction in the
number of live bacteria in the lungs 3 days after infection [37].
It was next suggested that iNKT cells, through IFN-y

production, may act by enhancing neutrophil-mediated host
defence, although the mechanism of the protection was not
fully described [38]. In the present study, we re-evaluated this
question, using the lung as the delivery site of o-GalCer ad-
ministration and S. pneumoniae serotype 1, a major serotype
in humans. Before assessing the potential role of a-GalCer in
protective immunity in this system, we first studied the fea-
tures of the pulmonary iNKT cell response and the role that
respiratory APCs play in this system.

Whereas activation of splenic/hepatic iNKT cells in re-
sponse to systemic delivery of o-GalCer is rapid (1-2 hours),
its in. administration led to a delayed response in the lungs.
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Figure 7. Role of IFN-y, IL-17 and respiratory DCs in the o-GalCer—mediated protection against Streptococcus pneumoniae lethal challenge. (4) One

hour before vehicle or o-GalCer treatment, recipient WT or /L-17Ra~"~

mice were injected with the anti—IFN-y or the isotype control mAb (100 pg).

Animals were infected with S. pneumoniae 24 hours later. Survival curves are shown (n=7-12, at least 2 independent experiments). Log-rank test for
comparisons of Kaplan—Meier survival curves indicated a significant decrease (P<.05) in the survival of (1) a-GalCer treated WT mice injected with the
anti-IFN-y Ab compared to o-GalCer treated isotype-injected mice, (2) o-GalCer treated //77ra~/~ mice compared to o-GalCer treated WT mice (3)
a-GalCer treated //17ra"~ mice treated with the anti—IFN-y Ab, compared with o-GalCer—treated /L-77Ra™"~ mice treated with the isotype control.
(B) Transgenic CD11¢.DTR mice were injected with PBS or DT 24 hours before a-GalCer or PBS inoculation. Survival curves are shown (n=6, 2 indepen-
dent experiments). Log-rank test for comparisons of Kaplan—Meier survival curves indicated a significant increase (P<.001) in the mortality of DT vs

PBS treated a-GalCer inoculated mice. DT treatment had no effect in WT animals (not shown).

This cannot be explained by a delayed uptake of o-GalCer by
APCs, because as is the case for splenic DCs after intravenous
delivery [15], a-GalCer is rapidly picked up by respiratory
APC subsets. It is more likely that the preferential location of
iNKT cells in the lung microvasculature, but not in the inter-
stitial spaces where APCs preferentially reside [39, 40], is re-
sponsible for this delayed response. In the lung, it is not clear
how iNKT cells become activated in response to mucosal de-
livery of a-GalCer. Two recent reports showed that respiratory
DCs have the potential to activate iNKT cells in vitro, al-
though CD103* DC and CD11b"&" DC were not discriminat-
ed in these studies [39, 41]. Using CD11c-DTR mice, we
showed that DCs, but not macrophages, mediated the activa-
tion of pulmonary iNKT cells in vivo. Lung macrophages,
particularly alveolar macrophages, express CD1d and take-up
o-GalCer in vivo. However, they display a weak capacity to
activate primary iNKT cells, but not the iNKT cell hybridoma
DN32.D3. Activation of primary iNKT cells, unlike iNKT

hybridomas, depends on not only CD1d/Ag-mediated TCR
triggering, but also cofactors produced by APC. Thus, the
reduced role of macrophages in iNKT cell activation in vivo can
be explained, at least in part, by their inability to deliver appro-
priate signals to iNKT cells. Despite a remaining population of
CD11b™" DCs in DT-treated CD11c-DTR mice, o-GalCer
failed to activate lung iNKT cells, suggesting that CD103" DCs
are the major players in iNKT cell stimulation. Functional dif-
ferences between these DC subsets have clearly been described
[33, 42, 43]. However, our data indicated no difference between
the two DC subsets to express CD1d, to incorporate o-GalCer
in vivo, or to activate iNKT cells in vitro. It is possible that the
anatomical location of CD103" DCs, close to the airway epithe-
lium and in the luminal and parenchymal sides of the vascular
wall [33], and their potent migratory properties [42, 43] play an
important role in iNKT cell activation in vivo.

Inoculation of a-GalCer induced protection against a lethal
S. pneumoniae challenge. Protection against mortality was
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attributable to control of bacterial growth in the alveolar
spaces, and this was associated with a strong influx of neutro-
phils into the BALs. Depletion experiments indicated that
neutrophils are crucial in bacterial clearance. iNKT cells are
known to drive macrophage activation [44, 45], and macro-
phages are known to cooperate with neutrophils to promote
protective responses in some circumstances. However, after o.-
GalCer administration, macrophages were dispensable in neu-
trophil-mediated clearance of S. pneumoniae. The mechanism
by which iNKT cells promote anti-streptococcal effects
through neutrophils is unknown. To address this issue, we
asked how o-GalCer influenced overall transcriptional re-
sponses in the lungs. We showed for the first time the
mucosal gene signature of o-GalCer. A significant enrichment
of ISGs and, to a lesser extent, genes regulated by IL-17 was
revealed. Among ISGs, numerous chemokine (Cxcl5, Cxcl9,
Cxcl10, Cxclll) and IFN-y-inducible guanosine triphospha-
tase (GTPase) transcripts were up-regulated. Although the
majority of ISGs do not yet have any assigned function, some
clearly play a critical role in host defence against bacteria
through a variety of complementary mechanisms, including
cell recruitment, bactericidal activity, oxidative burst, and au-
tophagy [46, 47]. Among the GTPases induced by a-GalCer, it
is possible that members of the guanylate-binding protein
(Gbpl, Gbp2, Gbp4) or immunity-related GTPase family
(Tgtp, Irgm) play a role in S. pneumoniae clearance. Nakamat-
su et al. have reported that o-GalCer triggers innate, IFN-y-
dependent mechanisms leading to accelerated clearance of S.
pneumoniae serotype 3 [38]. Our data, using S. pneumoniae
serotype 1, confirm this finding, because the neutralizing anti-
IFN-y Ab reduced the efficacy of a-GalCer by half. Moreover,
the lack of IL-17 signalling decreased the beneficial effect of o-
GalCer treatment to a similar extent. Of note, when both sig-
nalling pathways were abrogated, a-GalCer failed to protect
against mortality. This indicates that IFN-y and IL-17 function
cooperatively but in an independent manner to control S.
pneumoniae infection in response to o-GalCer. IL-17 has re-
cently been shown to play a part in protection against S. pneu-
moniae [48]. Our current study shows for the first time that
the dual activation of the IFN-y and IL-17 pathways confers
protection against S. pneumoniae. Although it is likely that the
protective effect of IFN-y is attributable to ISGs, the mecha-
nisms by which IL-17 participates in protection are still
unknown. After o-GalCer stimulation, IL-17 strongly partici-
pates in neutrophil recruitment in the lungs through its recep-
tor IL-17Ra (not shown). This is in line with previous studies
showing that IL-17 production by iNKT cells mediates the
neutrophil influx into the lungs [11, 49]. Because no IL-17 tar-
geted effector genes (ie, antimicrobial peptides) were detected
in our transcriptomic analysis, with the exception of defensin
8 (3>1logQ >2), it is likely that the main action of IL-17 in
protection is through neutrophil mobilization and activation,

such as enhancement of phagocytic activity, a process leading
to S. pneumoniae killing.

To conclude, our results show for the first time, that after
in o-GalCer delivery, respiratory DCs, probably CD103", are
critical in the primary activation of pulmonary iNKT cells.
The understanding of the mechanisms leading to o-GalCer-
mediated neutrophil effector functions and the role played by
ISGs in the control of S. pneumoniae should be of interest in
the design of new immuno-activators able to control a lethal
S. pneumoniae infection.
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