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Resumen y Abstract IX

Resumen

A pesar de la importante morbi-mortalidad que revisten las enfermedades infectocontagiosas en la
actualidad, su tratamiento y las alternativas de inmunizacion no son satisfactorios. Es por esto, que la
blsqueda de nuevas estrategias para el control de este grupo de patologias se hace imperiosa y es alli
donde las tecnologias de liberacion controlada como las vesiculas de membrana externa (OMVs; por
sus siglas en inglés) cobran particular interés. El uso de vesiculas derivadas de especies como
Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Shiguella spp han mostrado actividad inmunoduladora in
Vvivo e in vitro, debido en parte a la presencia moléculas inmunogénicas como el lipopolisacérido.
Gracias a que estas OMVs son reconocidas por el sistema inmune en un contexto similar a lo ocurrido
durante el proceso infeccioso real, el uso de cepas no patdgenas e hipervesiculantes como E. coli
JC8031 supone una alternativa mas promisoria que las tradicionales sales de aluminio. Pese a esto, a la
fecha no existe evidencia que soporte el efecto que tienen estas nanovesiculas en la fisiologia de células
del sistema inmune como el macréfago y que resulta particularmente importante en la blsqueda de
adyuvantes validos. Por este motivo, durante este trabajo de investigacion se determiné el impacto que
tiene la interaccion macréfago_ OMVs de E. coli JC8031 sobre la viabilidad celular, permeabilidad
idnica y activacion clasica de macrofagos de raton J774A.1. Los hallazgos de este estudio muestran que
la internalizacion de 0,1 pg/mL OMV es tiempo-dependiente y no compromete la viabilidad del
macrofago luego de 48 horas de incubacion. Asi mismo, se registro hiperpolarizacion de la membrana
plasmatica del macrdfago que estuvo acompafiada de incremento en corrientes macroscopicas de
entrada y sobreexpresion de los transcritos de los canales Kir 2.1, KCa 3.1 y BK. Por otro lado, durante
las primeras 6 horas de interaccion se encontraron los niveles de expresion del ARNm de la iNOS més
altos, comportamiento que fue consistente con la deteccion de la proteina y el producto de su actividad
enzimatica en el periodo 12-48 horas. En conclusion, estos hallazgos sugieren que el macréfago es
activado clasicamente durante las primeras 6 horas de internalizacién de 0,1 pg/mL de OMV de E. coli
JC8031, tiempo en el cual los cambios en las propiedades biofisicas registradas podrian sugerir

polarizacion hacia activacion alternativa.

Palabras clave: E. coli JC8031, Calcio, Hiperpolarizacion, iNOS, Macréfago, OMV.
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Abstract

Despite the significant morbidity and mortality of infectious-contagious diseases nowadays, the
alternatives for treatment and immunization are not satisfactory. For this reason, the search for
new control strategies for this group of pathologies becomes imperative. In this context, controlled
release technologies such as outer membrane vesicles (OMVSs) are of interest. The use of vesicles
derived from species such as Escherichia coli, Salmonella typhimurium and Shiguella spp have
shown immunomodulatory activity in vivo and in vitro, in part, due to the presence of
immunogenic molecules such as lipopolysaccharide. Because these OMVs are recognized by the
immune system in a context similar to the actual infectious process, the use of non-pathogenic and
hypervesiculant strains such as E. coli JC8031 suggest a promising alternative compared to the
traditional aluminum salts. To date, there is no evidence that supports the effect of these
nanovesicles on the physiology of cells of the immune system like the macrophage, and this is
particularly important in the search of valid adjuvants. Therefore, the impact of the interaction
between macrophage_ OMVs from E. coli JC8031 on cell viability, ionic permeability and classical
activation of the macrophage-like cell line J774A.1 was determined during this research. The
findings of this study show that the internalization of 0.1 ug/mL OMV is time-dependent and does
not compromise the viability of the macrophage after 48 hours of incubation. Also,
hyperpolarization of the macrophage plasma membrane was observed, along with an increase in
macroscopic inward currents and over-expression of the transcripts of Kir 2.1, KCa 3.1 and BK
channels. On the other hand, the highest iINOS levels of mMRNA were found during the first 6 hours
of interaction; this behavior was consistent with detection of protein and the product of its
enzymatic activity in the 12-48 hour period. In conclusion, these findings suggest that the
macrophage is classically activated during the first 6 hours of internalization of 0.1 pg/mL of
OMV from E. coli JC8031. At this time, changes in the biophysical properties may suggest

polarization towards an alternative activation.

Keywords: E. coli JC8031, Calcium, Hyperpolarization, iNOS, Macrophage, OMV.
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Introduccion

Las enfermedades infecciosas constituyen la tercera causa de muerte a nivel mundial
(WHO, 2016). Para 2015, segun la Organizacion Mundial de Salud (OMS), se estimaron
cerca de 5,7 millones de muertes como consecuencia de una patologia infecciosa, de las
cuales 9 mil fueron estimadas para Colombia (WHO, 2016). A pesar de la importante
morbi-mortalidad que revisten las enfermedades infecciosas, en la actualidad el
tratamiento y las alternativas de inmunizacion para su control no son satisfactorias (Nabel,
2013). Contrario a lo que supondria este panorama, una revision llevada a cabo por
Pedrique et al., 2013, mostrd que entre el periodo 2000-2011 sélo 37 (4%) nuevas
formulaciones fueron indicadas para estas afecciones y 4 (1%) nuevos medicamentos

fueron aprobados para este mismo grupo de patologias.

Es por lo anterior, que la busqueda de nuevas estrategias para el control de las
enfermedades infectocontagiosas se hace imperiosa y es alli donde las tecnologias de
liberacion controlada como las vesiculas de membrana externa (OMVSs; por sus siglas en
inglés), cobran particular interés (Unal et al., 2011; Rosenthal et al., 2014). Estas vesiculas
estan conformadas por moléculas inmunogénicas como lipopolisacarido, adhesinas e
invasinas; son estructuras esféricas con diametros entre los 20 y 250 nm que se liberan
durante el crecimiento exponencial de bacterias Gram-negativas y han mostrado ser una
buena alternativa para inducir respuesta inmune protectora en animales y humanos, debido
en parte a su reconocimiento por receptores tipo Toll (TLRs; por sus siglas en inglés), los
cuales se encuentran en diversos linajes celulares incluidos los macréfagos (Fantappie et
al., 2014; Schwechheimer et al., 2015; Van der Pol et al., 2015).



2 Introduccién

Aunque en los Gltimos afios el estudio sobre OMVs como plataformas para el
transporte de antigenos ha venido en aumento, las implicaciones fisioldgicas que tienen
lugar durante la interaccion OMV-célula hospedera requieren mayor investigacion. En este
estudio, fue evaluado el impacto que tiene la interaccion de OMVs de una cepa
hipervesiculante de E. coli no patdgena (JC8031) sobre la viabilidad celular, las
propiedades electrofisiologicas de la membrana y la produccion de éxido nitrico (NO) en
macraéfagos de ratdn de la linea celular J774A.1.



1. Capitulo 1. Enfermedades infecciosas, OMVs y
Macrofagos

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para el 2015 cerca de 6 millones de
personas fallecieron en todo el mundo como consecuencia de una patologia infecciosa, de
los cuales poco méas de 195 mil se registraron para la region de las Américas. Parte de este
complejo problema radica en la gran diversidad de microrganismos que se encuentran
involucrados en estas patologias y la adaptacion evolutiva que han logrado para sobrevivir
en sus hospederos, suponiendo un mayor reto en el control de este grupo de afecciones

para la comunidad cientifica (Mack et al., 2009).

Como consecuencia de la amplia gama de microorganismos implicados en las
patologias de origen infeccioso, las estrategias de control dependeran del caso particular de
cada patdgeno y aspectos importantes de su fisiologia tales como ciclo de vida, célula
hospedera, presencia en hospederos intermediarios, mecanismos de resistencia a

tratamientos convencionales entre otros (Nakatani, 2016).

Dado este panorama, las acciones encaminadas a su control pueden variar desde
intervenciones sociales para el mejoramiento de algunas condiciones como la disposicion
de excretas o el hacinamiento para el control de parasitosis como la amebiosis, enfermedad
de Chagas, leishmaniosis etc., hasta el desarrollo de nuevos farmacos y vacunas para
bacterias como Mycobacterium tuberculosis en la que se siguen utilizando medicamentos
descubiertos hace méas de 50 afios como estreptomicina y rifampicina, para los que se
reportan resistencias cromosomales que han contribuido a que la tuberculosis se encuentre

entre las 10 principales causas de muerte en el mundo segun el reporte del 2016 de la
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OMS; por lo que es imperioso el disefio de nuevas alternativas preventivas o terapeuticas

gue mitiguen el impacto que estas afecciones tienen en la poblacién mundial.

1.1 Inmunizacion como estrategia para el control de

enfermedades infecciosas

Una inmunizacién adecuada requiere de varios factores combinados entre los cuales
resultan criticos la presentacion antigénica efectiva por parte de células del sistema inmune
y la produccion de una serie de mediadores proinflamatorios que contribuyan a generar
memoria inmunoldgica (Rosenthal et al., 2014). En este contexto, la utilizacion de diversas
preparaciones como microorganismos vivos atenuados o el uso de coadyuvantes han
permitido el disefio de algunas formulaciones que a pesar de ser Utiles en los procesos de
inmunizacion no resultan del todo inocuos y en algunas ocasiones, han mostrado baja

eficacia en la induccidn de respuestas inmunoldgicas protectoras (Batista et al., 2014).

De esta manera, entre 1920-1930 Glenny et al., mostraron por primera vez el uso
de derivados de aluminio como adyuvantes en la inmunizacién de caballos contra los
toxoides diftérico y tetanico (Glenny et al., 1926; Batista et al., 2014). Desde entonces,
compuestos de aluminio han sido empleados en la practica clinica como el principal
vehiculo de diversos medicamentos y antigenos recombinantes. A pesar de que los
derivados de aluminio son considerados poco toxicos y han sido ampliamente utilizados en
humanos desde 1932, su uso durante casi un siglo ha mostrado diferentes efectos adversos
(Batista et al., 2014). En este sentido, la administracion de sales de aluminio como
coadyuvante de formulaciones vacunales ha sido asociada a la patogénesis de diversas
entidades clinicas como Alzheimer, Guillan-Barre, esclerosis lateral amiotrofica, sindrome
de Gulf War y mioscitis macrofagica entre otros; fenomenos parcialmente atribuidos al
poco aclaramiento sistémico del aluminio y su relacion con eventos de autoinmunidad
(Shaw & Tomljenovic, 2013).



Capitulo 1. Enfermedades infecciosas, OMVs y Macrdfagos 5

Sumada a la evidente toxicidad del aluminio como adyuvante; la administracion de
antigenos precipitados en estas sales promueve de manera preferencial memoria
inmunoldgica mediada por anticuerpos (Th2), la cual es poco efectiva en aquellos
patdgenos que para su control por parte del sistema inmune requieren una respuesta de tipo

celular (Th1) y sus respectivos mediadores proinflamatorios (He et al., 2015).

Ante el panorama descrito previamente, el uso de plataformas como los virosomas
ha supuesto una mejor alternativa comparada con el transporte de antigenos mediado por
los adyuvantes tradicionales e incluso los liposomas convencionales, gracias a la presencia
de proteinas adosadas a su superficie capaces de promover la fusion de membranas con la
célula hospedera y contribuir a un mejor procesamiento del péptido de interés (Batista et
al., 2014; Singh et al., 2017).

Aunque el uso de estas particulas similares a virus (VLP; por sus siglas en inglés),
ha mostrado activacion de linfocitos T citotdxicos y la produccion de anticuerpos
protectores contra agentes virales como el virus de la influenza y la hepatitis (Awate et al.,
2013), en patogenos intracelulares como Leishmania spp 0 Mycobacterium spp cuyo
control por parte del sistema inmune radica principalmente en inmunidad celular y no
humoral, el uso de estas novedosas alternativas representa una estrategia poco efectiva; en
parte, porque los virosomas carecen de patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs; por sus siglas en inglés) y como consecuencia no contribuyen a la expresion de
mediadores microbicidas como NO o proteinas relacionadas con inmunidad adaptativa
celular, tales como interferén y (IFN-vy), factor de necrosis tumoral a. (TNF-a) o
interleucina 12 (1L-12) (Underhill & Goodridge, 2012; Batista et al., 2014).

Es por lo anterior que la busqueda de nuevas alternativas de inmunizacion se hace
imperiosa y es bajo esta premisa que las OMVs se postulan como una promisoria
estrategia para el transporte e internalizacion de antigenos de interés, a la vez que suponen
una activacion del sistema inmune mas efectiva que las formulaciones basadas en

virosomas debido a su reconocimiento por TLRs y posterior procesamiento celular,
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evitando adicionalmente la bioacumulacion observada con otras formulaciones como el

aluminio (Rosenthal et al., 2014).

1.1.2 Inmunizacion con OMVs. Desde la nanobiotecnologia han surgido propuestas que
buscan el transporte de antigenos en plataformas altamente inmunogénicas, poco tdxicas y
con bajos costos de produccion. Entre éstas, se describen las particulas similares a
patogeno (PLP; por sus siglas en inglés); éstas PLPs son disefiadas en escalas
nanomeétricas a partir de diversas fuentes como biopolimeros, capsides virales o aisladas
desde OMVs, capaces de inducir activacion de la respuesta inmunoldgica de una manera
similar a lo que sucederia durante el proceso infeccioso real (Rosenthal et al., 2014; Gause
etal., 2017).

Las OMVs son estructuras esféricas con diametros entre los 20-250 nm producidas
durante el crecimiento exponencial bacteriano y que participan en diversos procesos
fisiolégicos como la detoxificacion celular, adquisicion de nutrientes esenciales, formacion
de biofilms y supervivencia en ambientes hostiles (Hoekstra et al., 1976; Schwechheimer
et al., 2015); asi como en la patogenicidad bacteriana mediante la liberacion, transporte y
entrega de factores de virulencia en células hospederas (Lee et al., 2008; O'Donoghue &
Krachler, 2016) (Tabla 1). Estas caracteristicas descritas para las OMVs han permitido
derivar estrategias de inmunizacion en las que antigenos con capacidad inmunogénica son
expresados heter6logamente en la superficie o el periplasma de las vesiculas mediante

técnicas de ingenieria genética (Rosenthal et al., 2014).

Tabla 1. Participacion de las OMVs en la fisiologia bacteriana

Funcién Caracteristicas Ejemplo
Componentes insolubles (Ej. Lipidos) PQS
Liberacion Transporte de moléculas a regiones distales X
- . . oy Adhesinas
Péptidos protegidos de la degradacion proteolitica
Entrega Lisis espontanea de la OMV ClyA

Interaccion OMV_Hospedero mediante endocitosis Toxina Shiga
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Tabla 1. Continuacion

Funcion Caracteristicas Ejemplo

Secrecion de proteinas mal plegadas o agentes tdxicos
Supervivencia Liberacién de ADN viral
Adgquisicion de nutrientes

Antibioticos
Aminopeptidasas

Proteinas del

Biofilm Inactivacion de moléculas toxicas complemento
Antibioticos
LT
Patogenesis Liberacion y entrega de factores de virulencia Hemolisinas
Fosfolipasas
Toxina

Fuente: Adaptado de Ellis & Kuehn, 2010 y Kulp & Kuehn, 2010. PQS. 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona.
ClyA. Citolisina A de E. coli. LT. Toxina termolabil de E. coli enterotoxigénica (ETEC; por sus siglas en
inglés).

En este sentido, Kesty et al., 2004 mostraron por primera vez la posibilidad de
inducir expresion heterdloga de antigenos en OMVs de una cepa no invasiva de E. coli
(DH5-a), mediante la clonacion de Ail, una adhesina proveniente de Yersinia
enterocolitica, cuya secuencia fue fusionada a la secuencia sefial del transportador de
arginina (Tat) con el fin de favorecer el transporte de la proteina hasta la membrana
externa. Adicionalmente, en este estudio se encontr6 que OMVs cargadas con Ail eran
internalizadas por células CHO en contraste con vesiculas silvestres, sugiriendo que la
proteina ademas de ser expresada en la superficie de la membrana externa conservaba su
estructura nativa y actividad bioldgica. Para el 2007, ensayos realizados por Alaniz et al.,
permitieron determinar que vesiculas nativas provenientes de Salmonella typhimurium
estimulaban la liberacién de mediadores proinflamatorios como NO, TNF- a e IL-12 en
macrofagos de la linea celular J774, sugiriendo que los constituyentes de las OMVs eran
suficientes para inducir activacion clasica del macrofago, posiblemente por la interaccion
con TLRs, los cuales reconocen gran diversidad de PAMPs tales como flagelina,
lipopéptidos y lipopolisacaridos, todos ellos presentes en éstas vesiculas (Mizel et al.,
2003; Kulp et al., 2010; Underhill & Goodridge, 2012; Martinez & Gordon, 2014).

Debido a las caracteristicas de las OMVs y su actividad inmunogénica intrinseca,

investigadores en todo el mundo han centrado sus esfuerzos en la evaluacion de su
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capacidad inmunoestimuladora con o sin antigenos expresados heterélogamente en
modelos in vitro e in vivo, con resultados que indican induccion de respuestas humorales
protectoras en modelos murinos contra diversos patégenos como Chlamydia muridarum,
Streptococcus spp y Brucella abortus, entre otros (Bartolini et al., 2013; Fantappie et al.,
2014; Kaur et al., 2016). Ademaés de la respuesta humoral inducida por las OMVs, esta
plataforma ofrece una ventaja adicional sobre otros adyuvantes como el aluminio al

promover respuesta inmune celular (Batista et al., 2014) (Tabla 2).

Tabla 2. Sistemas de entrega de antigenos recombinantes

Coadyuvante/

Sistema de entrega VENELEE Desventaja

Ausencia de respuesta Thl
Aluminio Induccidn de respuesta Th2 Poco aclaramiento sistémico
Eventos de Autoinmunidad

Linosomas Induccién respuesta Th2 Requieren expresion de varios
P Baja citotoxicidad PAMPs
Expresion de ligandos para Fusion de membranas y
Virosomas P g P liberacion de Ags en

receptores especificos X
citoplasma

Presencia de multiples PAMPs Genotoxicidad
OMVs Expresion de multiples antigenos Toxicidad debida a LPS
Inmunomodulacién hacia Thly Th2

Fuente: Adaptado de Batista et al., 2014 y Rosenthal et al., 2014. LPS: Lipopolisacarido. PAMPs: Patrones
moleculares asociados a patégenos.

Lo anterior resulta particularmente importante porque supone que la inmunizacién
con antigenos de patdgenos intracelulares como Leishmania spp o M. tuberculosis, podrian
contribuir a un mejor control de la infeccion al promover un balance entre las respuestas
Th1-Th2. Consistente con esto, Mitra et al., 2015 mostraron que OMVs provenientes de
diferentes serotipos de Shiguella spp promovian expresion del ARNm de la sintasa de
oxido nitrico inducible (iNOS; por sus siglas en inglés) y la produccion de IL-4 en
macréfagos peritoneales aislados de ratones BALB/c cocultivados con linfocitos T CD4%;
asi como la produccién de IFN-y, TNF-a e IL-6 en ratones de la misma cepa murina

después de la inmunizacion con vesiculas aisladas a partir de éste patdgeno intracelular.
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Por su parte, Daleke-Schermerhorn et al., 2014 expresaron simultaneamente los
antigenos ESAT6, Ag85B y Rv2660c de M. tuberculosis sobre la superficie de OMVs
aisladas de una cepa hipervesiculante de Salmonella entérica atenuada, capaces de inducir
la sintesis de IL-2 durante el cocultivo de células dendriticas de médula 0sea e hibridoma
de células T derivadas de ratones C57BL/6. Este hallazgo muestra la posibilidad de
generar OMVs multiantigénicas capaces de estimular al sistema inmune mediante la
actividad sinérgica entre los componentes propios de las OMVs y los antigenos expresados

heter6logamente.

En 2013, Kim et al., encontraron que la inmunizacién con OMVs de E. coli
promovia la supervivencia de ratones C57B/6 y BALB/c durante la sepsis inducida por la
administracion intraperitoneal del bacilo. Estos hallazgos, fueron consistentes con una
reduccién del nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) en sangre y lavado
broncoalveolar, asi como en la produccion de mediadores proinflamatorios como TNF-a e
IL6. Al mismo tiempo, células dendriticas derivadas de médula 6sea que internalizaron
estas vesiculas mostraron incremento en IL-12, IL-6, IL-1p e IL-17, mientras que una
correlacion inversa se reportd para IL-4, sugiriendo que las OMVs inducian respuesta

inflamatoria sistémica capaz de controlar la infeccion por el bacilo (Kim et al., 2013).

Finalmente, Fantappie et al., 2014 mostraron que la expresion heteréloga de
antigenos de Streptococcus spp fusionados al extremo amino-terminal de ompA de E. coli,
promovia su transporte hacia el espacio perisplamico de OMVs aisladas de una cepa
carente de esta porina (E. coli BL214°"74), En este mismo estudio, ensayos funcionales
revelaron que las proteinas internalizadas en estas vesiculas mantenian su forma nativa y
experimentos in vivo realizados con ratones CD1 revelaron incremento en la produccion de
isotipos 1gG2A luego de la inmunizacion con OMVs cargadas con las proteinas
recombinantes, mientras que la administracion de la proteina purificada y administrada con
hidroxido de aluminio indujo isotipos IgG1 en mayor cantidad, sugiriendo que estas
vesiculas promovian de forma preferencial una respuesta inmune adaptativa celular
(Fantappie et al., 2014).
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Aunque los hallazgos descritos previamente resultan interesantes, el uso de OMVs
derivadas de especies bacterianas patdgenas como adyuvantes vacunales suponen varios
riesgos representados en parte, por la presencia de factores de virulencia internalizados en
el espacio perisplamico o expuesto en la superficie de las vesiculas; asi como elevada
concentracion de LPS que podria resultar téxica (Ellis & Kuehn, 2010; Kulp & Kuehn,
2010). Es por lo anterior que el uso de cepas hipervesiculantes y no patdgenas como E.
coli JC8031, reviste particular interés como modelo para la obtencion de mayor nimero de
vesiculas bajo condiciones estandar de cultivo gracias a la delecion que posee en los genes
tolRA, los cuales en cepas silvestres interactlan con una lipoproteina asociada al
peptidoglicano en bacterias Gram-negativas llamada Pal, para favorecer la integridad de la
membrana externa a través de una interaccion adicional con proteinas de membrana como
ompA (Figura 1) (Bernadac et al., 1998; Walburger et al., 2002; Wojdyla et al., 2015).

Figura 1. Sistema Tol-Pal en bacterias Gram-negativas
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Fuente: Schwechheimer et al., 2015. En la figura se muestran las interacciones entre las proteinas TolR,
TolA, TolB y Pal, las cuales estan dadas por enlaces covalentes que en conjunto contribuyen con la
estabilidad de la membrana externa en bacterias Gram-negativas.

Bajo esta linea, Chen et al., 2010 haciendo uso de E. coli JC8031 para la expresion
de la proteina verde fluorescente (GFP; por sus siglas en inglés) fusionada a la citolisina
ClyA de E. coli, mostraron que ratones BALB/c inoculados con OMVs que expresaban la

quimera GFP-CIyA, presentaban titulos de anticuerpos IgG dos semanas post-
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inmunizacion contra GFP con un comportamiento similar al evidenciado cuando las
proteinas eran administradas con hidroxido de aluminio como adyuvante. Estos resultados
mostraron la posibilidad de aumentar la inmunogenicidad de péptidos con escasa
capacidad antigénica como la GFP de una forma similar al aluminio, el cual es utilizado
ampliamente en la practica clinica como coadyuvante pero que ha sido asociado a diversos
efectos adversos como previamente se mencion6 (Shaw & Tomljenovic, 2013; Rosenthal
etal., 2014).

Aunque el uso de OMVs aisladas de E. coli JC8031 suponen una mejor alternativa
que las vesiculas derivadas de cepas patdgenas no hipervesiculantes, a la fecha no existen
aproximaciones experimentales que permitan comprender el impacto que tiene la
interaccion de éstas nanoestructuras sobre pardmetros biofisicos, inmunolégicos o
moleculares que den cuenta de estados funcionales especificos de macrofagos y que se
hacen imperiosos como parte de la caracterizacion inicial en el desarrollo de nuevas

plataformas de inmunizacion basadas en OMVs.

1.2 Macrofagos

Los macrofagos son las células con mayor plasticidad funcional del sistema
hematopoyético y como consecuencia se encuentran distribuidos en todos los tejidos
(Martinez & Gordon, 2014). Estas células participan activamente en el reconocimiento
inicial de patdgenos, asi como su fagocitosis, procesamiento y presentacion de antigenos,
contribuyendo de esta manera a la activacion de la respuesta inmune innata y la

polarizacién hacia la respuesta adaptativa (Martinez & Gordon, 2014).

1.2.1 Macrdéfagos y respuesta inmune innata. En los eventos iniciales del
reconocimiento de patdgenos, una serie de receptores conocidos como TLRs contribuyen a

la identificacion de PAMPs, los cuales definen la via de activacion celular del macréfago
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(clasica o alternativa) y la subsecuente respuesta efectora a través de la liberacion de

diversos mediadores proinflamatorios (Figura 2) (O’Neill et al., 2013).

Figura 2. Receptores tipo Toll (TLRs) descritos en macréfagos.
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Fuente: Tomado de van O’Neill et al., 2013. Algunos PAMPs bacterianos como LPS o flagelina (Presentes
en OMVs) acttian como ligandos para TLR4 y TLR5, respectivamente, promoviendo la transduccién de
sefiales que favorecen la produccidn de interleucinas proinflamatorias responsables de la activacion del
macrofago.

Dos vias de activacion han sido descritas en macrdfagos referidas como activacion
clasica (M1) o alternativa (M2) y cuya divergencia parece estar determinada por la
interaccion ligando-receptor, asi como la subsecuente transduccién de sefiales que median
la liberacién de diferentes citoquinas asociadas a la polarizacion de linfocitos Thl o Th2
(Martinez & Gordon, 2014).
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1.2.1.1 Via clasica de activacion. Durante el reconocimiento de LPS, principal
componente de bacterias Gram-negativas, la dimerizacion y transfosforilacion del TLR4
induce la activacion de una via de sefializacion dependiente de Myd88 la cual promueve la
translocacion de factores de transcripcion como AP-1y NF- kB al nlcleo y la subsecuente
transcripcion de genes relacionados con citoquinas proinflamatorias como TNF-a, 1L-12 e
IL-6, moléculas quimioatrayentes como CCL2 y CXCL10, asi como la expresion de los
genes del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC-I11, por sus siglas en
inglés) (O'Neill et al., 2013; Martinez & Gordon, 2014).

Estos eventos iniciales son fundamentales para la estimulacion posterior de la
respuesta inmune adaptativa y determinan el perfil de respuesta efectora frente al agente
invasor. De esta manera, una vez interactian macrofago y linfocito T, la estimulacion con
citoquinas como IL-12 direccionan la polarizacion de linfocitos ThO hacia un fenotipo
Th1, caracterizado por la produccion de IFN-y que contribuye a generar una respuesta mas
robusta por parte del macrofago con el fin de destruir patdgenos intracelulares que hayan
sido fagocitados (Gasteiger & Rudensky, 2014; Martinez & Gordon, 2014).

Por otro lado, una elevada actividad metabolica es observada en macréfagos como
respuesta a la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS; por sus siglas en inglés)
y especies reactivas de nitrogeno (RNS; por sus siglas en inglés), producto de las
actividades oxidativas de NADPH e iNOS, respectivamente (Gostner et al., 2013; Galvan-
Pefia & O’Neill, 2015). En el caso particular de la iNOS, esta es una de las tres isoformas
descritas en humanos, junto con las sintasas de oxido nitrico endotelial (eNOS) y neuronal
(nNOS) las cuales contrario a la iNOS, son enzimas constitutivas sensibles a calcio
(Campbell et al., 2014; Bogdan, 2015); pese a esto, todas tienen como funcion la

generacion de NO a partir de arginina como sustrato (Bogdan, 2015).

Por su parte, se han descrito diversas funciones para el NO entre las que se
destacan su actividad como vasodilatador, inmunomodulador y neurotransmisor (Yang et

al., 2013; Cobos, 2014). En otro escenario, el NO cumple un papel importante en la
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inmunidad innata en conjunto con las ROS, en un proceso fisiolégico denominado
estallido respiratorio. Dado que estas especies reactivas son toxicas para la célula,
evidencia previa sugiere que la actividad de la iINOS durante la activacién clasica del
macrofago implica su reclutamiento a zonas proximales al fagosoma que se genera como
consecuencia de la internalizacion de patégenos intracelulares como M. tuberculosis
(Miller et al., 2004). Una vez movilizada la enzima, tiene lugar la sintesis de NO a partir
de Arginina, el cual es posteriormente traslocado al fagosoma naciente donde tienen lugar
reacciones de oxidoreduccion con algunas especies reactivas de oxigeno como el anion
superoxido (O%) para formar intermediarios reactivos como el peroxinitrito (OONO), el
cual promueve la nitracion de tirosinas presentes en las proteinas presentes en la estructura
de la pared celular o membrana externa de bacterias y parasitos (Pohanka et al., 2013;
Pisoschi et al., 2015). Pese a que este es el principal mecanismo microbicida por el cual
actlan las especies reactivas de nitrogeno, también ha sido descrito que el NO es capaz de
inducir la formacién de S-nitrosotioles y de manera mas reciente se ha sugerido que podria
tener un papel protector frente a la formacion de biofilms (Barraud et al., 2015; Bogdan,
2015).

Finalmente y como mecanismo de regulacion, el NO es rdpidamente convertido a
especies menos toxicas para la célula como nitritos (NO2") y nitratos (NOz’). Aunque las
reacciones que subyacen la oxidacion de NO2>"a NOs™ in vivo no es clara, algunos autores
sugieren que el mecanismo bioquimico podria implicar la participacion de algunas

oxihemoproteinas (Bryan & Grishman, 2007).

1.2.1.2 Via alternativa de activacion. La activacion alternativa del macréfago o referida
también como M2, es una via caracterizada por la produccion de diversas citoquinas
capaces de inducir diferentes estados funcionales del macréfago. En contraste con la via de
activacion clasica, en esta via los macréfagos liberan IL-4 la cual promueve la activacion
de las vias de transduccién JAK1 y JAK3, permitiendo la translocacion del factor de
transcripcion STATG6 al nucleo (Martinez & Gordon, 2014). Como consecuencia, son

sobre-expresados transglutaminasa 2, receptores de manosa, colesterol hidrolasa y una
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serie de citocinas con actividad pro o antiinflamatorias como IL-1 o IL-10,
respectivamente (Részer, 2015).

A pesar de la amplia gama de posibilidades de activacion que se describen para ésta
via, el fenotipo M2 contribuye de manera preferente con la inmunidad adaptativa humoral
y sus respectivas actividades efectoras contra patoégenos extracelulares (Th2), sin embargo,
para este mismo fenotipo una subclase denominada M2c ejerce actividades reguladoras de
la respuesta inmune mediante la liberacidn de citocinas como el factor de crecimiento
transformante B (TGF- B; pos sus siglas en inglés) el cual regula negativamente la
actividad del macrdfago, favoreciendo su inactivacion (Martinez & Gordon, 2014).

1.2.2 Endocitosis. La endocitosis es un proceso independiente de la polimerizacion de

filamentos de actina caracterizado por la internalizacion de moléculas pequeiias (=100nm)

(Underhill & Goodridge, 2012).

Por otro lado, la fagocitosis es una forma especializada de endocitosis e involucra
el citoesqueleto; es llevada a cabo por células como macréfagos, neutréfilos y células
dendriticas mediante la cual son englobadas una amplia variedad de particulas como
microorganismos y células apoptdticas a traves de diversos ligandos que son reconocidos

por receptores presentes en la membrana de estos fagocitos (Tabla 3).

Tabla 3. Receptores involucrados en fagocitosis

Tipo de fagocitosis Receptores Ligandos
Familia Fc Particulas opsonizadas por anticuerpos
Particulas Opsonizadas Complemento Particulas opsonizadas por
complemento
a5pB1 Integrina Fibronectina
. Dectina 1 B-Glucano
Particulas no :
. Scavenger A Bacterias
Opsonizadas . ) "
aVPBS Integrina Células apoptoticas
Activada por PAMPs TLRs LPS, Flagelina, Peptidoglicano

Fuente: Adaptado de Underhill & Goodridge, 2012.
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Una vez tiene lugar la interaccion ligando-receptor, las particulas que serén
internalizadas son recubiertas por membrana citoplasmatica en un proceso denominado
exocitosis focal, seguido por la invaginacion de dicha membrana y su liberacion al
citoplasma donde participan proteinas como dinamina, una GTPasa capaz de escindir los
fagosomas formados para que ingresen al trafico vesicular (Di et al., 2003; Mao &

Finnemann, 2015).

Bajo este contexto, la fagocitosis supone la pérdida de una porcion de membrana
citoplasmatica que seré destinada al recubrimiento de la particula a internalizar. Esta
premisa puede ser determinada experimentalmente por técnicas electrofisiologicas dado
que la membrana celular se comporta eléctricamente como un capacitor, es decir, como un
condensador de cargas eléctricas constituido por dos placas conductoras paralelas (Medios
extra e intracelular) separadas por un dieléctrico (Bicapa lipidica) (Hille, 2001). Dado que
esta capacidad de almacenar cargas, denominada capacitancia de membrana (Cm), es un
parametro biofisico proporcional al area de la membrana, alteraciones en esta medicién
reflejaran cambios directos durante procesos de exocitosis y/o endocitosis (Holevinsky et
al., 1998; Di et al., 2003; Quintana et al., 2010).

Por otro lado, una vez es liberado el endosoma/fagosoma desde la membrana
citoplasmatica, inicia un trafico vesicular en el cual suceden varias alteraciones entre las
que se destaca la acidificacion de dicho endosoma hasta alcanzar pH acido entre 4,5y 5,0,
el cual es provisto por la fuerza proton motriz de ATPasas vacuolares que contribuyen con
el influjo de hidrogeniones necesarios para la actividad de enzimas lisosomales que seran
vertidas durante un proceso de fusion con lisosomas para dar origen al fagolisosoma y en
el cual tienen lugar una serie de actividades microbicidas mediadas principalmente por
ROS y RNS (Gordon, 2016; Pauwels et al., 2017). Como consecuencia de éstos pasos de
maduracion del fagosoma sucesivos y la degradacion de las particulas internalizadas, se
generan antigenos particulados que son presentados por fagocitos a través del antigeno
leucocitario humano tipo Il (HLA-II; por sus siglas en inglés) a linfocitos virgenes, con el

fin de obtener una respuesta efectora que contribuya con la resolucion del proceso
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infeccioso mediante la activacién de la respuesta inmune adaptativa celular y/o humoral
(Goldberg & Rizzo, 2015).

1.2.3 Permeabilidad i6nica y respuesta inmune. En macrofagos, la presencia de canales
i6nicos ha sido asociada con diversos estados funcionales entre las que se incluyen el
restablecimiento del potencial de membrana, apoptosis, proliferacion, diferenciacion,
activacion de la respuesta inmune, entre otros (Gallin, 1991; Forero et al 1999; Felipe et
al., 2010; Camacho, 2012; Grizel et al., 2014). Estos canales idnicos ademas de ser
descritos en estas células se han encontrado en linfocitos, monocitos y células dendriticas
donde su bloqueo ha mostrado reduccion en la liberacion de mediadores proinflamatorios
tipo TNF-a e IL8, sugiriendo que su actividad es importante en la respuesta inmunoldgica
y el estado funcional de células no excitables (Qiu et al., 2002; Panyi et al., 2014). A pesar
de lo anterior, la conexion entre vias de sefializacion y la participacion de canales idnicos

no es del todo clara y requiere mas investigacion.

1.2.3.1 Canales de K* dependientes de voltaje (Kv). Los Kv corresponden a 12 familias
de proteinas tipo canal selectivos a K* constituidos por seis dominios transmembranales y
un sensor de voltaje el cual consiste en una hélice transmembranal en el que se encuentran
residuos de aminoacidos cargados positivamente (Arginina o Lisina, segmento S4) y que
son los responsables de la cinética de apertura o cierre del canal en respuesta a cambios en
el potencial de reposo (Figura 2) (Yellen, 2002; Tao et al., 2010).

Registros electrofisioldgicos realizados con la técnica de Patch Clamp en
configuracidon de célula entera, han mostrado que macroéfagos derivados de médula 6sea
(BMDM, por sus siglas en inglés) y células Raw264.7 cultivados en presencia del factor
estimulante de colonia-macrofago (M-CSF; por sus siglas en inglés), estimulados con LPS
0 TNF-aq, elicitan corrientes de salida de gran amplitud sensibles a Margatoxina (MgTx) y
Stichodactyla-toxina (ShK), sugiriendo la participacion de canales Kv1.3 en la activacion

clasica de éstas células (Vicente et al., 2003-2005).
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Figura 3. Representacion esquematica de canales Kv

Selactivity filter

Fuente: Tomado de Yellen 2002. Se muestran la distribucion de los seis dominios transmembranales de los
canales Kv, asi como el sensor de voltaje ubicado en el dominio S4 y el poro de selectividad (P) a potasio.

1.2.3.2 Canales rectificadores de entrada de K*. Estos canales, presentes en macréfagos,
células dendriticas y microglia fueron descritos por primera vez por Périer et al., 1994
mediante registros electrofisioldgicos en modo voltaje sostenido (Voltage-Clamp). Este
grupo de canales caracterizados por conductancias pequefias (13pS) y sensibilidad a Ba?*,
son responsables de restaurar el potencial de reposo a través del influjo de iones potasio al
interior celular (Lee et al., 2009; Bose et al., 2015). Aunque evidencia reciente muestra
que la amplitud de las corrientes de entrada elicitadas por macréfagos estimulados con
LPS disminuye, asi como una regulacion a la baja en los transcritos de estos canales
después de la diferenciacion de monocitos THP-1 a macréfagos, su papel en la activacion

de la respuesta inmune aun no esté claro (Moreno et al., 2013; Zhang et al., 2016).

1.2.3.3 Canales de K* activados por calcio y voltaje. Este grupo de canales son activados
por Ca®* y/o voltaje y de acuerdo con sus propiedades biofisicas han sido descritos tres
tipos (Tabla 4).
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Tabla 4. Canales de K* activados por calcio y/o voltaje

Propiedades Biofisicas

Canal Sensibilidad
Activacion Conductancia (pS) I
Baja Cc()g&l;ctanua [Ca?]i subuM 5-20 Apamina
Conductancia Intermedia 247, NS6180-
(IK) [Ca**]i subuM 20-80 TRAM34
Alta conductancia [Ca?*]i uM 100-200 Paxilina-1bTx-
(BK) /Despolarizacion ChTx

Fuente: Adaptado de Pardo, 2012. IbTx. Iberiotoxina. ChTx. Charybdotoxin.

Los canales SK son codificados por tres genes (KCa 2.1, KCa 2.2, KCa 2.3) y
expresados principalmente en neuronas y células de la microglia, donde parecen contribuir
con la activacién celular mediante la sobre-regulacién de la NOS y la produccion de NO,
aunque no se ha descrito la via de sefializacion implicada (Schlichter et al., 2010; Dolga &
Culmsee., 2012).

Por otro lado, canales de conductancia intermedia (KCa 3.1) han sido implicados
en proliferacion, migracion y actividad fagocitica de macréfagos (Zhang et al., 2015;
Grimaldi et al., 2016). La apertura de estos canales esta determinada por un incremento en
las concentraciones intracelulares de calcio; evento que induce hiperpolarizacion celular de
la membrana citoplasmatica resultado de la salida de K* y que a su vez favorece el influjo
de Ca?* por gradiente eléctrico desde el medio extracelular o desde compartimentos de
almacenamiento intracelular como el reticulo endoplasmico. Este fenémeno contribuye a
la regulacion de la sefializacion celular dependiente de calcio, asi como la modulacion de
diversas funciones del macrofago como la produccién de citoquinas proinflamatorias y la
subsecuente activacion celular (Gao et al., 2010; Wulff & Castle., 2010; Liu et al., 2016).

Finalmente, los canales de potasio de alta conductancia activados por voltaje y
calcio o BK responden al incremento en los niveles de calcio intracelular gracias a la
presencia de residuos de aminoacidos cargados negativamente y altamente conservados

donde se encuentra un sitio de union a calcio; asi como a estados de despolarizacion de la
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membrana plasmaética por la presencia de aminoacidos cargados positivamente que
contribuyen a la apertura y cierre del canal, para permitir el eflujo de iones potasio e
inducir un estado transitorio de hiperpolarizacion mientras el potencial de reposo es
reestablecido (Pardo et al., 2012).

En cuanto al papel de este grupo de canales en la activacion clasica y/o alternativa, la
evidencia actual no es clara. Ensayos realizados por Papavlassopoulos et al., 2006
muestran que macrofagos humanos obtenidos de sangre periférica y estimulados con 5
ng/mL de LPS disminuyen la liberacion de mediadores proinflamatorios como TNF-a e
IL-8 cuando son preincubados con paxilina, un bloqueador de canales BK, sugiriendo su
participacion en la activacion clasica del macréfago. En contraste con estos hallazgos,
Essin et al., 2009 haciendo uso de macrofagos derivados de médula dsea de ratones
C57BL/6 wild type (BK**) y deficientes (BK ™), no reportan diferencias en los niveles de

expresion de TNF-a tras el estimulo con 10 ng/mL de LPS.

Por otro lado y de manera mas reciente, Yoshida, 2017 en su tesis doctoral muestra que
macrdéfagos Raw 264.7 estimulados con LPS sobreexpresan canales BK, los cuales son
inmunolocalizados en le membrana plasmatica de las células durante las primeras 12 horas
de interaccion, mientras que en tiempos mas tardios (24 horas), la fluorescencia asociada a
estos canales es similar al control de células no tratadas, sugiriendo que si bien estos
canales juegan un rol en la activacion clasica, este podria estar limitado a las primeras

horas de activacion; pese a esto, la via de sefializacion implicada permanece sin dilucidar.

A pesar de lo anterior y aunque la participacion de canales sensibles a calcio es poco
entendida en el contexto de la activacion del macrofago, es claro que la sefializacion por
este cation juega un rol importante en procesos de fagocitosis, endocitosis, maduracion del
endosoma y la liberacion de mediadores proinflamatorios como IL-12 y TNF-a, por lo que
seria viable suponer la participacién de esta serie de canales en procesos fisioldgicos del
macrofago como la activacion celular (Nunes & Demaurex, 2010; Libako et al., 2016; Liu
etal., 2016).



2. Capitulo 2. OMVs de E. coli JC8031 son
internalizadas sin comprometer la viabilidad
celular del macrofago

Existe en la literatura evidencia controversial sobre los mecanismos involucrados en la
interaccion OMV _célula hospedera y las consecuencias que dicha interaccion tiene en
términos de viabilidad celular. Se ha descrito que algunas vesiculas pueden ser
internalizadas a traves de diversas vias de endocitosis o fusionarse con la membrana
citoplasmatica para liberar su contenido al citoplasma y que la presencia de proteinas
asociadas a OMVs como ClyA o VacA en E. coli y Helicobacter pylori respectivamente,
inducen citotoxicidad (Ellis & Kuehn, 2010; O'Donoghue & Krachler, 2016). Por este
motivo y asumiendo que la internalizacion de las vesiculas resultaria en una presentacion
antigénica mas eficiente que la fusion de membranas al evitar la degradacion proteolitica
de futuros péptidos internalizados por parte de proteasas citoplasmaticas, la primera
intencion de este trabajo fue determinar si OMVs provenientes de E. coli JC8031 son

internalizadas por macréfagos murinos J774A.1 y si existe compromiso de su viabilidad.

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Cultivo celular. Macrofagos murinos de la linea celular J774A.1 (ATCC® TIB-67)
crecidos en monocapa fueron mantenidos en frascos de cultivo de 25cm? y medio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI-1640™ Gibco), suplementado con suero bovino fetal
inactivo al 10% (SBFi, Gibco), pH 7.4, 37°C y 5% de CO., hasta por cuatro semanas.

2,5x10* cel/mL fueron utilizadas en los ensayos propuestos, luego de determinar la fase de
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crecimiento exponencial a partir de un ensayo de proliferacién celular llevado a cabo con
la metodologia WST-1 (Roche) (Anexo A).

2.1.2 Aislamiento y marcaje de OMVs. Se utilizo la cepa hipervesiculante de E. coli
JC8031 (Bernadac et al., 1998) donada gentilmente por el Dr. Mathew DeL.isa,
Universidad de Cornell, Facultad de Quimica e Ingenieria Biomolecular, Ithaca, NY, USA
y se siguio el protocolo descrito previamente por Chen et al., 2010. Brevemente, una
colonia bacteriana proveniente de cultivo axénico fue transferida a 10 mL de caldo Luria
Bertani (LB) durante 18 horas a 37°C y agitacion constante (=120 rpm). Transcurrido el
tiempo de incubacion, el medio fue transferido a 100 mL de caldo LB y una incubacién
adicional bajo las mismas condiciones previamente descritas, fue llevada a cabo.
Posteriormente, se realiz6 separacion por centrifugacion a 15000 rpm/15 minutos a 4°C; el
sobrenadante obtenido fue filtrado a través de membranas estériles de 0,22 pm (Merck
Millipore™) y ultra-centrifugado a 23000 rpm/2 horas 30 minutos a 4°C para precipitar las
OMVs. Los pasos de centrifugacion fueron llevados a cabo en una centrifuga ULTRA 4.0
Hanil Science Industrial, rotor A50U-8, No. 6.

Finalmente, las OMVs obtenidas se resuspendieron en buffer fosfato salino (PBS)
1X estéril y fueron almacenadas a 4°C hasta su uso por un periodo maximo de 4 semanas.
La concentracidn de triacilgliceroles (TAG) presente en las OMVs fue cuantificada
mediante una serie de reacciones acopladas que confluyen en la formacion de peréxido de
hidrégeno el cual en presencia de 4-aminopirimidina, 4-clorofenol y peroxidasa forman
quinoneimina, un producto coloreado cuantificable por espectrofotometria a 500 nm,

usando el kit para determinacion de TAG de Biosystems (BioSystems S.A.),

Para el marcaje de las OMVs, fue utilizada la metodologia descrita por Parker et
al., 2010. Brevemente, 10 pL de la sonda lipofilica DiO275 (3,3’-
dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate; Invitrogen) disuelta dimetilsulféxido segun las
indicaciones del fabricante (2mg/mL; DMSO, Sigma™) fueron mezclados con 100 pL de
OMVs (=5 mg) e incubadas durante 20 minutos a 37°C. Cumplido el tiempo de
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incubacidn, se realizaron dos lavados a 23000 rpm/2 horas 30 minutos a 4°C en una
centrifuga ULTRA 4.0 Hanil Science Industrial, rotor A50U-8, No. 6 para retirar el
colorante libre y la concentracion de TAG fue nuevamente cuantificada. En todos los
casos, 10uL de las OMVs resuspendidas en PBS 1X estéril fueron sembradas en agar LB

con el fin de descartar contaminacion bacteriana o fungica.

2.1.3 Ensayo de internalizacion. Para evaluar la internalizacion de las OMVs en
macrofagos J774A.1, se siguid la metodologia descrita por Parker et al., 2010.
Brevemente, 2,5x10* cel/mL fueron sembradas en microplacas de 96 pozos (Costar™) 24
horas antes de los ensayos con el fin de favorecer su adherencia a la matriz provista.
Transcurrido el tiempo de incubacién, el medio de cultivo fue retirado y 0,1 pg/mL de
OMVs-DiO (Exi/Emi: 484/501 nm) diluidas en medio suplementado fueron adicionados a
las células previamente servidas y posteriormente se realizaron incubaciones durante 3, 6,
12 0 24 horas. Para la visualizacion, el medio con OMVs no internalizadas se retir0 y dos
lavados con PBS 1X frio estéril fueron realizados durante 5 minutos. Luego, 40 pL de
Hoechst 33342 (Exi/Emi: 350/461 nm; 10ug/mL; Invitrogen) disueltos en buffer Hank’s
fueron adicionados para marcar ntcleo y como referente de localizacion durante la
evaluacion de internalizacion de las OMVs mediante microscopia de epifluorescencia,

haciendo uso de un microscopio Zeiss Axioobserver A.1® (Zeiss, Alemania).

2.1.4 Impacto de la interaccion MO_OMYV sobre la viabilidad celular. Para determinar
el efecto citotoxico de las OMVs, un ensayo de reduccion mitocondrial de sales de
tetrazolium conocido como MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) fue llevado a cabo. Brevemente, 2,5x10* cel/mL fueron sembradas en
microplacas de 96 pozos (Costar™) 24 horas antes de los ensayos de viabilidad celular.
Finalizado el tiempo de incubacion 0,1 y 1 pg/mL de OMVs se adicionaron a las celulas
previamente servidas y posteriormente el cultivo se re-incub6 durante 3, 6, 12, 24 y 48
horas adicionales. Posteriormente, 10 pL de MTT a una concentracion de 5 mg/mL
(Sigma®) se adicionaron a cada tiempo de interaccion y una incubacion adicional por 3

horas se llevo a cabo. Con el fin de resuspender los cristales de formazan generados como
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consecuencia de la actividad reductora de la succinato deshidrogenasa mitocondrial en
células viables, el medio se retir6 completamente y 100 L de DMSO (Sigma) se
adicionaron a cada pozo. La absorbancia de cada pozo fue leida a una longitud de onda de
562 nm con ayuda de un lector para microplacas ELX800 (Biotek). En estos ensayos,
celulas sin tratamiento representaron el 100% de viabilidad celular y fueron incubados
durante los mismos tiempos detallados previamente. Los datos obtenidos se expresaron

como porcentaje (%) de viabilidad celular calculado a partir de la ecuacién 1:

Abs Células Tratadas con OMVs x 100
Abs Control Negativo

Ecuacion 1.: % Viabilidad Celular:

Adicionalmente, se llevd a cabo la cuantificacion de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH; Numero EC 1.1.1.27) en sobrenadante, la cual es liberada desde el
citoplasma al medio extracelular como consecuencia de la lisis celular generada durante
muerte celular necrética. Brevemente, 2,5x10* cel/mL fueron servidas e incubadas durante
24 horas con 0,1y 1 pg/mL de OMV:s o estaurosporina 1uM (Sigma™) como control
positivo de muerte celular (Leanza et al., 2012), mientras que células sin tratamiento
representaron el control negativo. La cuantificacion de LDH presente en el sobrenadante
fue realizada haciendo uso del kit comercial Cytotoxicity Detection Kit (LDH; Roche) en
el cual NAD" es reducido a NADH/H* durante la oxidacién del lactato a piruvato, reaccién
que es catalizada por accion de la LDH presente en el sobrenadante. Posteriormente, una
NADH-diaforasa transfiere un grupo H* a una sal de tetrazolium para reducirlo a una sal
de formazén soluble que es cuantificable por espectrofotometria a 490/600nm.

2.1.5 Evaluacion de cambios morfologicos. Con el fin de determinar si existia
compromiso en la viabilidad celular mediada por la induccion de apoptosis/necrosis en
macrofagos J774A.1 tratados con OMVs, ensayos de microscopia de epifluoresencia
fueron realizados de acuerdo con la metodologia reportada por Ribble et al., 2005. Para
esto, 2,5x10* cel/mL servidas en microplacas de 96 pozos (Costar™) fueron incubados
con 0,1y 1 pg/mL de OMVs o LPS de E. coli O26:B6 (Sigma®) durante 24 horas.
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Finalizado el tiempo de incubacion, 100uL de una solucion 100ug/mL de naranja de
acridina/bromuro de etidio (NA/BE, Molecular Probes) se adicionaron a cada pozo. La
visualizacion fue realizada mediante microscopia de epifluorescencia haciendo uso de un
microscopio Zeiss Axioobserver A.1® (Zeiss, Alemania). En este ensayo, estaurosporina
1M (Sigma™) fue utilizado como control positivo de apoptosis (Leanza et al., 2012) y

células sin tratamiento correspondieron al control negativo.

2.1.6 Andlisis de datos. Los datos generados se analizaron y graficaron con el programa
OriginPro 2016, (OriginLag Corporation Northampton, MA, USA). Las significancias
estadisticas fueron determinadas a partir de un analisis bivariado haciendo uso de la prueba

t-Student y valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

2.2 Resultados

2.2.1 Las OMVs de E. coli JC8031 son internalizadas de una manera tiempo
dependiente. En los ensayos de internalizacion, se observé un incremento en el patron de
fluorescencia verde en el citoplasma de macréfagos de raton de la linea J774A.1 incubados

en presencia de 0,1 pg/mL OMVs marcadas con la sonda fluorescente DiO.

Durante las primeras 3 horas de interaccion la fluorescencia se ubic6 en la region
citoplasmatica, sin embargo 6 y 12 horas post-interaccion el patron de fluorescencia fue
visto perinuclear luego de analizar la contra-tincion realizada con Hoechst 33342, el cual
tifie ndcleos gracias a su afinidad por ADN de doble cadena. Finalmente, luego de 24
horas fue posible determinar la presencia de OMVs-DiO en un mayor numero de células,
asi como una mayor intensidad de fluorescencia que de igual forma al comportamiento

descrito para las primeras 12 horas, localiz6 perinuclearmente (Figura 4).
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Figura 4. Internalizacion de OMVs-DiO en macréfagos J774A.1
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Figura 4. Continuacion...

DIC Hoechst 33342 i Merge Overlap

. . . \
o |
7-" . .
.

Se muestran fotografias de microscopia de epifluoresencia para macréfagos control (A) y estimulados con 0,1 pg/mL de OMVs-Dio aisladas de E. coli JC8031
durante 3 (B), 6 (C), 12 (D) y 24 (E) horas. La fluorescencia verde corresponde a OMVs marcadas con la sonda fluorescente DiO, mientras que la fluorescencia
azul representa la tincion realizada con Hoechst 33342 (Nucleos).






2.2.2 OMVs aisladas de E. coli JC8031 no comprometen la viabilidad celular de
macroéfagos J774A.1, durante las primeras 24 horas post-interaccion. Durante las
primeras 24 horas de interaccion, la viabilidad celular de macréfagos tratados con 0,1y 1
pHg/mL de OMVs se redujo entre el 3 y 11%. En contraste, el uso de 1 pg/mL de OMVs
mostré reduccién de la viabilidad estadisticamente significativa 48 horas post-interaccion
(44% £ 0,95, p= 0,0069; n=>5) (Figura 5A). Consistente con esto, en el ensayo de
liberacion de LDH se observé que 1 pg/mL induce citotoxicidad superior al uso de 0,1
pg/mL de OMVs, aunque esta diferencia no mostro significancia (6% + 0,5 vs 3% + 1,
p=0,08868, n= 2) (Figura 5B).

Figura 5. Viabilidad de macrdfagos J774A.1 estimulados con OMVs de E. coli JC8031
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Se muestran los promedios * ES de cinco experimentos independientes para el ensayo de MTT (A) y dos
para LDH 24 horas post-interaccion (B). Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. *p<0.05.
ns: No significativo.

2.2.3 OMVs de E. coli JC8031 no inducen cambios morfoldgicos asociados a apoptosis
en macrdéfagos J774A.1. En estos ensayos, macrofagos incubados 24 horas con 0,1
pg/mL de OMVs no presentaron cambios morfoldgicos sugestivos de apoptosis como
fragmentacion nuclear, reduccion del volumen citoplasmatico o presencia de cuerpos
apoptaticos los cuales fueron observados en células tratadas con estaurosporina 1uM. En
contraste, celulas estimuladas durante el mismo periodo de tiempo con 1 pg/mL de OMVs
mostraron binucleacion y citoplasmas mas prominentes, similar a lo observado con 0,1y 1

pg/mL de LPS sugiriendo posible activacién celular (Figura 6).
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Figura 6. Cambios morfoldgicos de macrdfagos estimulados con OMVs de E. coli JC8031

Control Negativo Estaurosporina 1uM LPS 0,1 pg/mL

1m

LPS 1 pg/mL OMV 0,1 pg/mL OMV 1 pg/mL

Se muestran cambios morfolégicos en macréfagos estimulados durante 24 horas con estaurosporina como
control positivo de apoptosis, LPS como control positivo de activacion celular y OMVs obtenidas de E. coli
JC8031. Las células fueron tefiidas con naranja de acridina/bromuro de etidio (100 pg/mL) y visualizadas
por microscopia de epifluorescencia. Las flechas blancas sefialan hallazgos tipicos de apoptosis como
condensacion de la cromatina, mientras que las flechas grises indican presencia de células binucleadas. Las
barras corresponden a una escala de 1 um.



3. Capitulo 3. La internalizacion de OMYVs de E.
coli JC8031 induce cambios en la permeabilidad
ionica de macrofagos J774A.1

Las propiedades eléctricas de células no excitables como los macr6fagos han provisto
informacion importante sobre estados funcionales especificos (Camacho, 2012). En este
contexto, se ha descrito que la infeccidn de patdgenos intracelulares como Leishmania
amazonensis induce hiperpolarizacion celular de macréfagos J774A.1 y reduccion en la
produccion de NO (Forero et al., 1999; Camacho et al., 2008), sugiriendo que la
despolarizacion celular es necesaria para la activacion clasica del macrofago y que es
consistente con lo observado en registros electrofisioldgicos de macréfagos estimulados
con LPS y/o IFN-y (Vicente et al., 2006; Villalonga et al., 2010); aunque en otros
escenarios la despolarizacion ha sido asociada con activacién alternativa en estas células
(Li et al., 2016). Dada esta evidencia controversial y asumiendo que 0,1 pg/mL de OMVs
de E. coli JC8031 son internalizadas sin comprometer la viabilidad celular del macréfago
(Figura 4), durante esta investigacion se evaluaron cambios en las propiedades eléctricas
pasivas y activas que permitieran comprender los mecanismos fisiol6gicos que tienen
lugar durante la interaccion MO_OMYV como parte de la caracterizacion inicial de estas

nanoestructuras en el desarrollo de futuros coadyuvantes cientificamente validos.

3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Cultivo celular y OMVs. El cultivo de macréfagos y la obtencion de OMVs fueron

realizados segun los protocolos descritos en los items 2.1.1 y 2.1.2, respectivamente. Los



Propiedades electrofisioldgicas y produccion de 6xido nitrico en macr6fagos murinos durante su
interaccion con OMVs de E. coli JC8031

32

registros electrofisioldgicos se realizaron a temperatura ambiente (18-20°C) sobre células
adheridas (24 a 30 horas) a cubreobjetos estériles mantenidos en medio RPMI + 10% SBFi
en placas de Petri de 35mm, con y sin 0,1 pg/mL de OMVs durante 6, 12 y 24 horas. Una
hora antes de iniciar los registros se realiz6 cambio del medio de cultivo (RPMI + 10%
SBFi) (Forero et al., 1999).

3.1.2 Whole-Cell Patch Clamp. Para registrar las propiedades eléctricas de la membrana
plasmatica de macréfagos murinos se utilizo la técnica electrofisioldgica de Patch Clamp
en configuracion de célula entera (Whole-Cell Patch Clamp) y en modo voltaje sostenido
(Voltaje-Clamp) (Hamill et al., 1981). Los estimulos de voltaje programados con el
software pClamp10 (Axon Instruments, Foster City, CA) fueron enviados a la célula a
través de una interfase analdgica-digital (DigiData 1550B; Molecular Devices) y las
sefiales/respuestas eléctricas se registraron con un amplificador Axopatch-200B
(Molecular Devices). Finalmente, las sefiales eléctricas registradas se analizaron

empleando el mddulo pClampfit del software pClamp10.

Las células fueron bafiadas en una solucion externa con las siguientes condiciones
ionicas (mM): 145 NaCl, 5 KCl, 1 CaClz, 2 MgCl», 10 Hepes-Na, 5 Glucosa (pH 7.4, 300
mOsm). Las pipetas se fabricaron con vidrios capilares de hematocrito no heparinizados
(borosilicato) y una solucién interna cuya composicion ionica fue en mM: 140 K-
Glutamato, 2 KCI, 5 EGTA-K, 0.5 CaClz, 4 MgCl», 10 Hepes-K, 3 ATP-Naz, 0,5 GTP-Na
Glucosa (pH 7.4, 300 mOsm). La resistencia eléctrica de los electrodos con solucién
interna se mantuvo entre 2-3 MQ y aquellos registros con resistencias en serie (RS)
menores a 10 MQ, fueron tenidos en cuenta para los anélisis de resultados. Los parametros

biofisicos que se midieron incluyeron:

3.1.2.1 Potencial de reposo (Vm): Definido como el potencial durante el cual el flujo neto
de la corriente idnica a través de la membrana plasmatica es igual a 0 (1=0). Este valor fue

registrado con el amplificador Axopatch-200B (Axon Instruments, Foster City, CA) en
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modo corriente sostenida (Current-Clamp) durante los dos primeros minutos luego de

establecer la configuracion de célula entera (Whole-Cell).

Como una medida adicional del potencial de reposo, fue llevado a cabo un ensayo
de epifluorescencia haciendo uso de la sonda anionica DISBAC:(3) (Bis-(1,3-
Diethylthiobarbituric Acid) Trimethine Oxonol; Molecular Probes) de acuerdo con las
indicaciones del fabricante y el protocolo descrito por Li et al., 2016, con algunas
modificaciones. Brevemente, 2,5x10* cel/mL células fueron servidas en microplacas de 96
pozos e incubadas con 0,1 pg/mL de OMVs durante 6, 12 y 24 horas. Finalizado el tiempo
de incubacidn, fueron adicionados 10 pL de la sonda (0,5 uM) diluidos en buffer salino
balanceado de Hank’s (HBSS) y las células fueron analizadas por microscopia de
epifluorescencia haciendo uso de un microscopio Zeiss Axioobserver A.1® (Zeiss,
Alemania) (Exi/Emi: 530/560 nm). Para el analisis, fue determinada la intensidad de

pixeles haciendo uso del software libre ImageJ (NIH).

3.1.2.2 Capacitancia de Membrana (Cm): La Cm se medi6 en modo voltaje sostenido
(Voltaje-Clamp) luego de establecer la configuracion de célula entera (Whole-Cell) y una
vez registrado el potencial de reposo de la membrana. Brevemente, desde un potencial de
sostenimiento (Holding Potential) de -60 mV se enviaron 12 pulsos de -10 mV y 10
milisegundos (ms) de duracion a fin de generar un transitorio de corriente capacitiva (Ic, la
cual es proporcional a la cantidad de corriente almacenada y, por tanto, al area de la
membrana celular) sin comprometer corrientes idnicas activadas por voltaje. El valor de la

Cm se calcul6 a partir de la constante de tiempo tau (t) representada en la ecuacion 2.
Ecuacion 2: tau (t) = Resistencia(Rm) x Capacitancia (Cm)

La resistencia eléctrica de la membrana (Rm), se determind a partir de la amplitud de la
corriente capacitiva registrada (Ic), elicitada por un pulso de 10mV empleando la Ley de
Ohm representada en la ecuacion 3. Por su parte, la constante de tiempo (tau- 1) de carga

del capacitor fue determinada ajustando la curva del transitorio capacitivo (Ic) con una
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funcién exponencial simple para finalmente calcular la capacitancia de la membrana a

partir de la ecuacion 4.

Voltaje (V)

Ecuacion 3.: Resistencia (Rm) = ————
(Rm) Corriente (I)

tau (1)

Ecuacion 4: Capacitancia (Cm) =
p (€m) Resistencia (Rm)

3.1.2.3 Densidad de corriente. Este parametro se midié en modo de Voltage Clamp,
previa cancelacion de la Cm y a un potencial de sostenimiento de -60 mV. Para lograr la
apertura de canales idnicos de salida dependientes de voltaje, se enviaron pulsos
despolarizantes desde -100 hasta +120 mV y 300 ms de duracién, mientras que la apertura
de canales idnicos de entrada fue generada con pulsos hiperpolarizantes desde -140 hasta
+20 mV y 300 ms de duracion. La densidad de corriente fue posteriormente normalizada
frente al valor de la capacitancia de membrana obtenida para cada célula (pA/pF).
Finalmente, para evaluar la sensibilidad farmacoldgica de las corrientes de salida y
entrada, fueron llevados a cabo registros en presencia de Caribdotoxina (100nM-30
minutos de interaccion) y Cloruro de Bario (5SmM-10 minutos de interaccion),

respectivamente.

3.1.3 Expresion génica de canales ionicos. A fin de evaluar la participacion de los
canales ionicos Kv 1.3, Kir 2.1, KCa 3.1 y BK en los cambios de la permeabilidad i6nica
observada en macrofagos J774A.1 incubados con 0,1 pg/mL de OMVs de E. coli JC8031
durante las primeras 6 y 12 horas de interaccién, fueron llevados a cabo ensayos de PCR
en tiempo real cuantitativa (QPCR) haciendo uso de la técnica SYBR® Green e Histona 3

como gen de referencia.

3.1.3.1 Extraccion manual de ARN total. Transcurrido el tiempo de incubacién deseado,
se realizo una extraccion de ARN total con Trizol® (Invitrogen). Para esto, 5x10° cel/mL
fueron colectadas con ayuda de un scraper y dos lavados con PBS 1X estéril fueron

realizados a fin de retirar detritos celulares. En una fase inicial de homogenizacion, fue
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adicionado 1 mL de Trizol con el fin de favorecer lisis celular; posteriormente, las células
lisadas se centrifugaron a 12000 g/10 minutos a 4°C y el sobrenadante se transfirid a un
eppendor de 1,5 mL nuevo. Con el fin de separar la fase acuosa donde se halla el ARN,
200 pL de cloroformo se adicionaron y se realiz6 una nueva centrifugacion a 12000 g/15
minutos a 4°C. El sobrenadante, fue transferido a un nuevo eppendorf y una cantidad
isovolumétrica de isopropanol frio se adiciond para favorecer la precipitacion del ARN.
Luego, se realizé una centrifugacion a 12000 g/10 minutos a 4°C y el sobrenadante se
descart6 para dejar unicamente la presencia de un pellet que corresponde al ARN total
obtenido.

Finalmente, al pellet fue adicionado 1mL de etanol al 75% diluido en H20-DEPC 0.1% y
se centrifugd a 7500 g/5 minutos a 4°C para posteriormente permitir que se secara
completamente. Este pellet fue resuspendido en H20-DEPC 0.1% y almacenado a -80°C
hasta su utilizacion en ensayos de gPCR. La integridad, calidad y concentracion del ARN
extraido se realizo6 por visualizacion en gel de agarosa 0,8% Yy cuantificacién
espectrofotométrica en NanoDrop. Una relacion 260:280 cercana a 2,0 se considero
Optima y fue interpretada como indicativo de ausencia de trazas fendlicas u otros

contaminantes durante el proceso de extraccion (Anexo B).

3.1.3.2 Retrotranscripcion (RT-PCR). La RT-PCR fue llevada a cabo en un equipo para
PCR convencional C100™ Thermo Cycler (Bio-Rad) haciendo uso del kit comercial High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem), segun las indicaciones del
fabricante. Para esto, 10 uL de ARN total en una concentracion de 50 ng/pL fueron

adicionados al master mix descrito a continuacion con el fin de sintetizar ADNCc:
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Tabla 5. Master mix de RT-PCR 2X

Reactivo Concept_racién Volumen (uL) Conce_ntracién
Inicial Final
H.0 UP NA 4,2 NA
Buffer RT 10X 2 2X
dNTPs 100 mM 0,8 8 mM
Primers Random 10X 2 2X
Transcriptasa Reversa 500U/uL 1 50U/uL
Volumen Final NA 10 NA

NA.: No Aplica.
Las condiciones de termociclado sugeridas por el kit incluyen:

Tabla 6. Condiciones RT-PCR

Numero de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (Minutos)

25 10
1 37 120
85 5
NA 4 o

NA.: No Aplica.

Los ADNCc obtenidos fueron almacenados a -20°C hasta su uso en ensayos de gPCR.

3.1.3.3 PCR en tiempo Real (QPCR)-SYBR® Green. Se utiliz6 la metodologia de gPCR
relativa para la cuantificacion de la expresion génica de los canales idnicos mencionados
previamente. El ensayo se llevd a cabo haciendo uso del kit comercial LigthCycler® 480
SYBR Green | Master (Roche), el cual provee un master mix listo para usar y en el que se
encuentra un intercalante fluorescente de ADN de doble cadena llamado SYBR® Green
(Ex/Em: 480/530 nm), que al unirse al surco menor del ADN emite 1000 veces mas
fluorescencia que en su estado libre en solucion permitiendo de ésta manera detectar la
presencia de amplicones en cada ciclo de amplificacion sin necesidad de llevar a cabo

electroforesis en gel de agarosa.
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Segun las indicaciones del fabricante el mix de reaccion para cada ensayo incluyd:

Tabla 7. Master mix de qPCR-SYBR® Green

Reactivo Con(lzﬁ?:i;a:cién Volumen (uL) Corll?ﬁg;urla)(éién
H.0 UP NA 15 NA
Primer Forward 10 ym 0,5 0,5 um
Primer Reverse 10 pm 0,5 0,5 um
Master mix 2X 5 1X
ADNCc ~100ng 2,5 NA
Volumen Final NA 10 NA
NA.: No Aplica.

Adicionalmente y con el fin de descartar la presencia de ADN gendmico como
resultado de contaminacién durante la extraccion de ARN, fueron llevado a cabo ensayos
de qPCR a partir de muestras de ARN no retrotranscritas. Los ensayos de gPCR se
realizaron en un termociclador para qPCR CFX96™ (Bio-Rad) y de acuerdo con las

siguientes condiciones de termociclado sugeridas por la casa comercial:

Figura 7. Condiciones de termociclado para gPCR-SYBR® Green

T 7 3 ) 5 3 7 3
950 C 95.0C 950 C 57.0C
10:00 010 67.0C 720C ) 0:05 65.0.C
020 018 - 3 1:00 an0c
T = 010
0
| 2
19 x

El panel 1y 2 corresponden a las temperaturas utilizadas para desnaturalizar la doble hebra del ADNc; en 3
se muestran las condiciones necesarias para la hibridacion entre el ADNc y los primers; y en 4 se encuentra
los requerimientos para llevar a cabo la extension del amplimero deseado. Finalmente, el panel 6y 7
corresponden al disefio de las curvas de disociacién generado para evaluar la calidad de los amplicones
obtenidos y que en estos ensayos no mostrd presencia de amplificados inespecificos o dimeros de primer.
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Segun las indicaciones de la casa comercial, las condiciones de reaccién
seleccionadas para los pasos 3 y 4 (Anillamiento y Extension, respectivamente), dependen
estrictamente del juego de primers que se utilizan para flanquear la secuencia de ADNc
diana. Por esta razon, previo a los ensayos de qPCR fue llevado a cabo un disefio de
primers para los cinco genes evaluados a través de la plataforma Primer-BLAST de NCBI

y la sintesis fue realizada por Invitrogen (Anexo C).

Una vez obtenidos los primers, fueron realizados gradientes de temperatura por
PCR convencional a partir de muestras de ADNCc sintetizado de macrdfagos estimulados
con 1 pg/mL de LPS de E. coli 026:B6 (Sigma®) como control positivo de activacion,
con el fin de determinar la temperatura de anillamiento ideal para los ensayos de qPCR.

Las mezclas de reaccion de estos experimentos incluyeron:

Tabla 8. Master mix de PCR convencional para gradientes de temperatura

Reactivo Concent_raci()n Volumen (uL) Conce_ntracién
Inicial Final
H.0 UP NA 19,05 NA
Buffer Taq Pol 10X 25 1X
MgCl, 50 Mm 0,75 1,5Mm
dNTPs 10 Mm 0,5 0,2 Mm
Primer F 10 uM 0,5 0,2 uM
Primer R 10 uM 0,5 0,2 uM
Taq Polimerasa 5 U/uL 0,2 0,04 U/uL
ADNCc ~100ng 1,0 NA
Volumen Final NA 25 NA

Las muestras se termociclaron en un equipo C100™ Thermo Cycler (Bio-Rad) y las

condiciones utilizadas fueron:
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Tabla 9. Condiciones de termociclado para PCR convencional

Numero de ciclos  Temperatura (°C)  Tiempo (Minutos)

1 94 4
94 0,5
30 Gradiente* 0,5
72 30
1 72 4
4 00
1 60 1

*El gradiente de temperatura seleccionado para cada gen fue determinado a partir de las temperaturas
melting tedricas obtenidas al momento de disefiar los primers.

Finalmente, los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa 2% corrido a
70V durante 60 minutos y tefiidos con SYBR® Safe 1X (Invitrogen™) durante 30
minutos. La visualizacion fue realizada mediante un transiluminador Vilber Lourmat-Doc-
Print VX2 (Sigma®) y el tamafio de los amplicones obtenidos fue comparado con un

marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen™) (Anexo D).

3.1.4 Andlisis de datos. Los datos de los registros electrofisioldgicos, asi como los
obtenidos de las corridas de qPCR fueron graficados y analizados estadisticamente segun
la metodologia descrita en el item 2.1.6. Para el caso particular de los ensayos de gPCR, en
cada corrida se realiz6 una curva estandar la cual fue disefiada con diluciones en base 10
de un ADNCc obtenido de macro6fagos estimulados con 1 pg/mL de LPS (E. coli O26:B6;
Sigma®) durante 24 horas. A partir de este montaje fue posible determinar la eficiencia de
la reaccion, asi como la linealidad entre tres diluciones realizadas. Se validaron
unicamente experimentos en los cuales la eficiencia fue > 90% y el coeficiente de
correlacion lineal > 0,95. Adicionalmente, los productos de amplificacion fueron
analizados mediante la realizacién de curvas de disociacion como se describe en el panel 6

y 7 de la figura 6. Los resultados crudos de los ensayos de gPCR se detallan en el anexo E.

Una vez obtenidos los experimentos que cumplian con los criterios de calidad

previamente mencionados, estos fueron analizados con la metodologia del 2Ct y los datos
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se normalizaron respecto al control negativo de la siguiente forma (Schmittgen & Livak,
2008):

27 — [(NOSGE — GRGE) - (NOSCN — GRCN)]

Doénde:

NOSGE: Promedio del Ct de iNOS del grupo experimental
GRGE: Promedio del Ct del gen de referencia del grupo experimental
NOSCN: Promedio del Ct de iNOS del control negativo

GRCN: Promedio del Ct de del gen de referencia del control negativo

3.2 Resultados

3.2.1 OMVs de E. coli JC8031 inducen hiperpolarizacion celular y cambios en la
capacitancia de membrana de macréfagos de ratdn de la linea J774A.1. Luego de
alcanzar la configuracion Whole-Cell el potencial de reposo celular (Vm) fue registrado
para macrofagos con o sin estimulo de 0,1 pg/mL de OMVs durante 6, 12 y 24 horas. En
este sentido, para células no tratadas se registraron potenciales de reposo de -42,3 mV +
2,42 (n= 26), mientras que en las primeras 6 horas de interaccion se observé tendencia
hacia hiperpolarizacion (-47,4 mV % 3,84, p=0,27924, n= 15) gque incrementd
significativamente respecto al control luego de 12 (-61,41 mV % 2,37, p=<0,001, n=14) y
24 (-69,6 mV + 1,46, p= <0,001, n=17) horas (Figura 8A).

Consistente con los registros electrofisioldgicos, ensayos de epifluorescencia
realizados con la sonda anionica DISBAC2(3) la cual se repele de la membrana
citoplasmatica cuando ésta tiende a hiperpolarizarse, mostraron que macréfagos
estimulados con 0,1 pg/mL de OMVs reducian la intensidad de fluorescencia, asi como la
intensidad de pixeles luego de ser cuantificados mediante ImageJ. En este contexto, la

intensidad del pixelado para células sin tratamiento fue 49,6 + 0,48, mientras que esta
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medicién fue reducida de manera estadisticamente significativa luego de 6 horas (38,1 +
0,65, p=<0,001), 12 (28,87 + 0,3, p=<0,001) y 24 (16,9 + 0,16, p= <0,001) horas de

interaccion (Figura 8B).

Figura 8. Potencial de reposo
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En A se muestra el promedio de los registros electrofisiol6gicos realizados + ES para macrofagos
estimulados con 0,1 pg/mL de OMVs durante 6, 12 y 24 horas. El valor fue obtenido con el amplificador en
modo Current-Clamp durante los dos primeros minutos luego de establecer la configuracion Whole-Cell. Los
nameros al interior de las barras representan el nimero de células analizadas para cada grupo experimental.
En B se presentan las fotografias de epifluoresencia de células incubadas con 0,5 uM de la sonda
DISBAC2(3) asi como la cuantificacion de la intensidad de pixeles de al menos cien células analizadas
mediante ImageJ en tres experimentos independientes (C). ***p<0.001.

En cuanto a la capacitancia de membrana, macréfagos estimulados con 0,1 pg/mL
de OMVs mostraron valores de Cm de 12,7 pF £ 2,21 (p= 0,23433, n= 15) durante las
primeras 6 horas similar a lo observado en el control (16,1 pF + 1,75, n= 26);
comportamiento que se mantuvo luego de 12 horas de interaccion (17,05 pF + 1,47; p=
0,69739, n=14). En contraste, luego de 24 horas los registros de Cm fueron
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significativamente superiores respecto al control negativo (23,9 pF = 1,64; p= 0,00252, n=
17) (Figura 9).

Figura 9. Transitorio capacitivo
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En A, se muestra un trazo representativo del transiente capacitivo de macréfagos estimulados con 0,1 pg/mL
de OMVs durante 6, 12 y 24 horas. El eje X representa el tiempo en milisegundos (ms) y en el eje Y se
grafica la corriente elicitada (pico Amperios, pA) luego de enviar un pulso de -10mV. En B, se muestra el
promedio de las mediciones de Cm realizadas + ES. Los nimeros al interior de las barras representan el
namero de células analizadas para cada grupo experimental. *p<0.05.

3.2.2 La internalizacion de OMVs de E. coli JC8031 induce disminucion en las
corrientes de salida e incrementan las corrientes de entrada. Luego de cancelar la
capacitancia de membrana y desde un potencial de sostenimiento de -60 mV, fueron
enviados pulsos despolarizantes desde -100 mV hasta +120 mV y 300 ms de duracion con
el fin de abrir canales idnicos dependientes de voltaje y registrar las corrientes elicitadas
por macréfagos con o sin OMVs durante 6 a 24 horas de incubacion. En este sentido, una
reduccién en la amplitud de la densidad de corriente de salida fue registrada en una manera

tiempo-dependiente para pulsos despolarizantes de +40 mV luego de 12 (6,4 pA/pF + 1,0;
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p=0,04463, n=16) y 24 (3,5 pA/pF £ 0,5; p= < 0,0001, n= 15) horas de interaccion,
respecto al control no tratado (10,1 pA/pF + 1,5; n=20) (Figura 10A).

Por otro lado, los registros electrofisioldgicos realizados en presencia de
Caribdotoxina muestran que 6 horas post-interaccion el porcentaje de bloqueo es similar al
control en pulsos despolarizantes de +40 mV (35,1% + 9,4 vs 27,7% + 3,72, p=0,55737,
n=7)y +60 mV (35,2% + 9,3 vs 31,5% + 4,68, p=0,73235, n=7). En contraste, un
incremento significativo de la poblacion sensible a la toxina fue encontrado luego de 12
horas de interaccion en el pulso de +40 mV (44,32% + 7,8, p=0,03994, n=7) respecto al
control; fendmeno que fue revertido a las 24 horas (32,2% * 3,47; p=0,48214, n=7)
(Figura 10B-C), sugiriendo la participacion de canales BK y/o KCa 3.1.

Figura 10. Corriente de salida y sensibilidad a Caribdotoxina
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Figura 10. Continuacion...
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En A, se grafica el promedio + ES para la densidad de corriente de salida obtenida después de normalizar las
corrientes elicitadas por la capacitancia de membrana (pA/pF) para células sin estimulo (n= 20) o incubadas
con 0,1 pg/mL de OMVs durante 6 (n=11), 12 (n= 16) y 24 (n= 15) horas, luego del envio de pulsos
despolarizantes desde -100mV hasta +120mV y 300 ms de duracion. En B, se muestra el trazo crudo de dos
registros realizados en macrdfagos sin tratamiento y estimulados durante 12 horas con OMVs en ausencia y
presencia de Caribdotoxina (ChTx) 100 nM. En C, se presenta el porcentaje de bloqueo luego de la perfusion
de Caribdotoxina 100 nM (n= 7). *p<0.05.

Consistente con lo encontrado en la densidad de corriente de salida, los registros
electrofisiologicos para macrdfagos estimulados con 0,1 pg/mL de OMVs mostraron
incremento en la amplitud de la corriente de entrada luego de 24 horas de interaccion a
pulso hiperpolarizante de -120 mV respecto al control (-15,7 £ 1,22 vs 10,9 + 1,47, p=
0,02519, n=14) (Figura 11A).
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Estas corrientes de entrada no mostraron diferencia en la sensibilidad a Bario 5 mM
luego de 6 horas de interaccion al compararse con el control no tratado en pulsos
hiperpolarizantes de -120 mV (80,9% + 10,17 vs 72,2% * 6,26, p=0,50874, n=5) y -100
mV (78,1% + 13,1 vs 70,1% + 8,03, p=0,6586, n=5). En contraste, se observo bloqueo
luego de 12 horas para los pulsos de -120 mV (90,7% + 3,08, p=0,02488, n=5) y -100 mV
(90,2% = 1,8, p=0,03324, n=5) respecto al control y de manera similar a lo observado con
Caribdotoxina, luego de 24 horas este comportamiento fue revertido para -120 mV (72,5%
+ 7,39, p=0,97557, n=5) y -100 mV (66,5% + 6,41, p=0,7347, n=5) (Figura 11B-C).

Figura 11. Corriente de entrada y sensibilidad a Cloruro de Bario
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Figura 11. Continuacion...
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En A, se grafica el promedio * ES para la densidad de corriente de entrada obtenida después de normalizar
las corrientes elicitadas por la capacitancia de membrana (pA/pF) para células sin estimulo (n=14) o
incubadas con 0,1 pug/mL de OMVs durante 6 (n=10), 12 (n=10) y 24 (n=7) horas, luego del envio de
pulsos hiperpolarizantes desde -140 mV hasta +20 mV y 300 ms de duracién. En B, se muestra el trazo
crudo de dos registros realizados en macréfagos sin tratamiento y estimulados durante 12 horas con OMVs
en ausencia y presencia de Cloruro de Bario 5 mM. En C, se presenta el porcentaje de bloqueo luego de la
perfusion de Cloruro de Bario 5 mM (n=5). *p<0.05.

3.2.3 La internalizacion de OMVs aisladas de E. coli JC8031 promueve la
sobreexpresion de canales de potasio dependientes de voltaje y/o calcio. Dado que el
incremento en la densidad de la corriente de entrada observado durante las primeras 12
horas de interaccion podria corresponder a la respuesta fisioldgica del macréfago ante la
hiperpolarizacién celular inducida por las OMVs (Figuras 8 y 11), en este trabajo se
evaluaron los niveles de expresion genica de los canales ionicos Kv 1.3 y Kir 2.1 dado que
se describen como los principales responsables del restablecimiento del potencial de
reposo en estas células (Vicente et al., 2006; Lee et al., 2009; Bose et al., 2015). Pese a
que no fue medida la cantidad de proteina, los niveles de expresion génica fueron
consistentes con los hallazgos electrofisioldgicos registrados y en este sentido, una
regulacién a la baja fue observada para Kv 1.3 luego de 12 horas de interaccién, mientras
que en este mismo tiempo niveles de expresion superiores al control fueron encontrados en

Kir 2.1 (Figura 12).
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En vista de que los registros electrofisiologicos en presencia de Caribdotoxina 100
nM mostraron un mayor bloqueo de las corrientes de salida en macrofagos estimulados
durante 12 horas con 0,1 pg/mL OMVs (Figura 10), sugiriendo la participacion de canales
de potasio de alta conductancia activados por despolarizacion y calcio o BK (Pardo, 2012),
los niveles de transcripcion para este canal fueron determinados mediante qPCR. En este
sentido, los ensayos de expresion génica mostraron sobreexpresion 6 (1,22 veces + 0,08,
n=2) y 12 (2,91 veces + 0,21; p= 0,01084 respecto a las 6 horas, n=2) horas pos-
interaccion con OMVs de E. coli JC8031 (Figura 12), pese a la hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica encontrada (Figura 8).

En otro escenario y teniendo en cuenta que, segun Buitrago, 2017 (Comunicacion
personal) la internalizacion de las vesiculas fue reducida significativamente luego de la
pre-incubacion de los macréfagos con una solucion hipertonica de sacarosa (0,45 M), pero
no en presencia de citocalasina D o nistatina, se determin6é que OMVs derivadas de E. coli
JC8031 son endocitadas por un mecanismo dependiente de clatrina. Frente a este
panorama y considerando que tanto la endocitosis, como la liberacion de algunos
mediadores proinflamatorios sugestivos de activacion cléasica del macréfago como 1L-12
requieren la participacion de calcio (Liu et al., 2016), durante esta investigacién se decidid
evaluar los niveles de expresion génica del canal idnico KCa 3.1, el cual es sensible a
Caribdotoxina asi como los canales BK (Rauer et al., 2000; Lam & Wulff, 2011), pero que
en contraste con estos, son activados por incremento en los niveles de calcio intracelular
independiente del potencial eléctrico de la membrana (Gao et al., 2010; Grimaldi et al.,
2016).

Aunque no fueron medidos los niveles de proteina, lo encontrado para KCa 3.1 fue
consistente con la premisa plantada previamente y como se muestra en la figura 11,
durante las primeras 6 horas de interaccion KCa 3.1 fue sobre-expresado respecto a
macrofagos no tratados (1,46 veces + 0,09, n=2) lo que result6 consistente con la

hiperpolarizacion celular observada durante las primeras 12 horas de interaccion, mientras
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que los niveles de ARNm para las 12 horas fueron regulados a la baja (0,083 veces + 0,02,
p=0,03454 respecto a las 6 horas, n=2).

Figura 12. Expresion genica de canales ionicos
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Se muestran los niveles de expresion génica para cuatro canales i6nicos normalizados frente al gen de
referencia histona 3 (H3A) de macrdfagos incubados con 0,1 pg/mL de OMVs aisladas de E. coli JC8031
durante 6 y 12 horas. Los datos son presentados como el promedio + ES de los cambios de expresion del
transcrito respecto al control no tratado. *p<0,05.



4. Capitulo 4. OMVs de E. coli JC8031 promueven
la activacion clasica del macrofago

Estudios previos han mostrado que durante la activacion clasica del macréfago con LPS
y/o IFN-y hay incremento en las corrientes de salida sensibles a Margatoxina, sugiriendo
despolarizacion celular y participacion de canales Kv 1.3 (Vicente et al., 2006; Villalonga
et al., 2010). Contrario a esto, en este trabajo la caracterizacion electrofisiolégica mostro
que la internalizacién de 0,1 pg/mL de OMVs aisladas de E. coli JC8031 induce
hiperpolarizacion celular acompafiada de un incremento en la densidad de corriente de
entrada en macrofagos J774A.1 (Figuras 8 y 11). Por otro lado, se ha reportado que OMVs
de especies bacterianas como S. typhimurium promueven la liberacion de mediadores
proinflamatorios como NO, IL-12 y TNF-a en macréfagos J774, modelo similar al
utilizado en este trabajo (Alaniz et al., 2007), por lo que la activacion clasica del
macrdfago en el contexto de la endocitosis de OMVs, donde ademas de LPS existen otros
PAMPs reconocidos, podria no necesariamente venir acompafiada de la marcada
despolarizacion que se registra cuando se utiliza solamente LPS. Para comprobar esta
hipétesis, durante esta investigacion se buscé determinar si OMVs de E. coli JC8031
promueven la activacion clasica del macréfago mediante la evaluacion del
comportamiento de la sintasa de o0xido nitrico inducible (iNOS; Namero EC 1.14.13.39),
como principal marcador de fenotipo M1 en este tipo de células (Martinez & Gordon,
2014).
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4.1 Materiales y métodos

4.1.1 Cultivo celular y OMVs. El cultivo de macréfagos y la obtencion de OMVs fueron

realizados segun los protocolos descritos en los items 2.1.1 y 2.1.2, respectivamente.

4.1.2 Niveles de expresion génica de la iNOS. Los niveles de expresion de la iNOS se
determinaron mediante gPCR a partir de macréfagos servidos en flask de 25cm?

previamente incubados durante 3 a 24 horas con 0,1 y 1 pg/mL de OMVs.

4.1.2.1 Extracciéon manual de ARN total. Para la extraccién de ARN total se siguio la
metodologia descrita en item 3.1.3.1. De igual forma, el analisis por electroforesis en gel

de agarosa, asi como la cuantificacion es mostrada en el Anexo B.

4.1.2.2 Retrotranscripcion (RT-PCR). Los ensayos de RT-PCR siguieron los protocolos

establecidos en el item 3.1.3.2, sin modificaciones.

4.1.2.3 PCR en tiempo Real (QPCR)-Sondas TagMan®. Para evaluar el
comportamiento del transcrito de la iINOS se llevo a cabo un ensayo de gPCR relativa
haciendo uso del kit comercial TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystem), el cual usa un juego de sondas fluoro marcadas que basan su actividad en el
principio fisico de FRET (Floresence Resonance Energy Transfer). Como genes de
referencia fueron utilizados la Gliceraldehido-3-Fosfato Deshidrogenasa (GAPDH; por sus
siglas en inglés; Numero EC 1.2.1.12) y B-Actina (Tabla 10) (Ferraz & Fernandez, 2016).

Tabla 10. Sondas gPCR-TagMan®

Secuencia de la sonda

GR Id Ensayo Fluorocromo

(5-3)
iINOS MmO00607939_s1 GCCTTGTGTCAGCCCTCAGAGTACA FAM
GAPDH Mm99999915 g1 GGTGTGAACGGATTTGGCCGTATTG VIC
B-Actina  MmO00440502_m1 ACTGAGCTGCGTTTTACACCCTTTC VIC

GR. Gen de referencia.
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El mix de reaccion segun la casa comercial incluyd:

Tabla 11. Master mix de gPCR-TagMan®

Reactivo Concept.racic’)n Volumen Congentracién
Inicial (uL) Final 1X
H.0 UP NA 2.5 NA
Master mix 2X 5 1X
Sonda TagMan® 20X 0,5 1X
ADNc NA 2 NA
Volumen Final NA 10 NA

Los ensayos de qPCR fueron llevados a cabo en un termociclador para gqPCR CFX96™
(Bio-Rad) y de acuerdo con las siguientes condiciones de termociclado sugeridas por la

casa comercial:

Figura 13. Condiciones de termociclado para gPCR-TagMan®
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Los datos fueron analizados con la metodologia del #Ct de la misma manera que lo
descrito en el item 3.1.4 pero normalizados contra la expresion de los genes de referencia
GADPH y B-Actina. Asi mismo, se llevaron a cabo ensayos de qPCR con muestras de
ARN no retrotranscritas con el objetivo de descartar la presencia de ADN genémico. En el
anexo F se muestran los datos crudos de las curvas de amplificacion obtenidas para los

ensayos de gPCR-TagMan®.
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4.1.3 Deteccion de la Sintasa de Oxido Nitrico Inducible (iNOS). Con el fin de

determinar si adicionalmente al transcrito evaluado por gPCR, la iNOS era traducida

durante la interaccion/internalizacion de OMVs, un ensayo de fluorometria fue llevado a

cabo. Para esto, se hizo uso del kit comercial FCANOS (Sigma®) el cual detecta la

presencia de la proteina a través de su actividad enzimatica mediante la adicion de

arginina, un sustrato oxidable por la iINOS que resulta en la formacion de citrulinay NO

como productos finales de la reaccion. Este sistema en particular utiliza un derivado

permeable a la membrana celular denominado diamino-fluoreseina 2-diacetato (DAF-2

DA) que al reaccionar con el NO generado como resultado de la actividad enzimética de la

INOS, produce una forma fluorescente denominada triazolofluoresceina.

Para lograr esto, 2,5x10* cel/mL fueron cultivados en microplacas de 96 pozos con
0,1y 1 pg/mL de OMVs durante 3, 6, 12 y 24 horas. Al finalizar cada periodo de

interaccion, el medio de cultivo fue retirado y 200 pL del mix de reaccion detallado en la

tabla 11 se adiciond a cada pozo. Las células se mantuvieron a temperatura ambiente

durante dos horas y finalmente la placa fue leida a una longitud de onda de

excitacion/emision de 485/535 en un fluorometro Twinkle LB970 (Berthold Technologies)

gentilmente facilitado por la Pontificia Universidad Javeriana, Sede Bogota.

Tabla 12. Mix de reaccién para el ensayo FCANOS

Ensayo Fluorometria

Control de Inhibicién

. Volumen pL . Volumen pL
Reactivo 1X Reactivo 1X
Buffer de reaccion 190 Buffer de reaccion 189,9
Arginina 10 Arginina 10
DAF-2 DA 0,1 DAF-2 DA 0,1
Volumen Final 200,1 DPI 1mM 0,1
Volumen Final 200,1

DAF-2-DA. Diamino fluoresceina di-acetato. DPI

. Diphenyleneiodonium chloride.
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4.1.4 Determinacion de nitritos por Griess. Para la cuantificacion de nitritos (NO2") se
utiliz6 la metodologia colorimétrica de Griess (Bryan & Grisham, 2007.). Aunque
inicialmente se determind que la fase de crecimiento exponencial de las células era 2,5x10*
cel/mL, los primeros ensayos no permitieron detectar valores de nitritos cuantificables por
el método de Griess en macrofagos estimulados con LPS como control positivo, fendmeno
que podria ser explicado, al menos en parte, por la baja sensibilidad del método utilizado
(0,5-65 uM). Por este motivo, fue necesario ajustar el nimero de células requerido para los
ensayos de deteccion de nitritos sin comprometer la fase exponencial previamente
establecida para lo cual se realizaron experimentos células-respuesta y se estableci6 que
5x10% cel/mL eran suficientes para la determinacion de nitritos por la metodologia
propuesta (Anexo G). De ésta manera, 5x10* cel/mL fueron servidas en microplacas de 96
pozos e incubadas con 0,1 y 1 ug/mL de OMVs durante 3, 6, 12 y 24 horas, tiempo en el
cual 100 pL del sobrenadante se transfirieron a una microplaca nueva y se mezclaron con
100 pL del reactivo de Griess (Sigma®) que al reaccionar con los nitritos presentes en el
medio genera un derivado azoico coloreado que puede ser detectado por
espectrofotometria utilizando una longitud de onda de 562 nm en un lector de microplacas
ELX800 (Biotek). La concentracion de nitritos fue calculada a partir de la extrapolacion de
los datos de absorbancia a una curva estandar realizada con concentraciones entre 100 y
1,5 UM de nitrito de sodio (Sigma ®) (Anexo H).

4.1.5 Anélisis de datos. Todos los datos fueron analizados y graficados segin la
metodologia descrita en el item 2.1.6.
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4.2 Resultados

4.2.1 OMVs de E. coli JC8031 favorecen la transcripcion, traduccién y actividad
enzimatica de la INOS en macréfagos J774A.1. Los andlisis de expresion génica luego
de la normalizacion frente al gen de referencia GAPDH mostraron que la iNOS alcanza
sus mayores niveles de transcripcion luego de 6 horas de interaccion con 0,1 pg/mL
OMVs de E. coli JC8031 (55,9 veces £ 0,08, n=2), respecto al control de macrofagos no
tratados, similar a lo observado con 1 pug/mL de LPS. Estos resultados mostraron dosis-
dependencia y en este sentido el uso de 1 pg/mL de OMVs promovid una mayor
transcripcion del gen (122,5 veces + 0,03, n=2) (Figura 14A). Los datos fueron
consistentes con la normalizacion frente al gen de referencia p-Actina, donde se observo el
mismo comportamiento en los niveles de expresion del gen, con una tendencia dosis-
respuesta similar a lo observado con GAPDH (Figura 14B). Por otro lado, 12 horas post-
interaccion se evidenciaron menores niveles de transcripcion, los cuales fueron similares a

los encontrados luego de 24 horas de incubacion.

Figura 14. Niveles de expresion génica de la iINOS
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Se muestran los niveles de expresion del gen que codifica para la iINOS, luego de normalizar los datos frente
a los genes de referencia GAPDH (A) y B-Actina (B). Los datos muestran el nimero de veces que se expresé
el gen luego de compararlos con los niveles de expresion de macréfagos no tratados con OMVs o LPS, para
los cuales la expresién basal del gen fue asumida como 1. Los resultados corresponden a dos experimentos
independientes + ES.
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Para determinar la presencia de la enzima iNOS, como producto de la traduccion del
transcrito previamente observado, se llevo a cabo un ensayo de deteccion fluorométrica
como se describe en el item 4.1.3. Como se esperaba, los ensayos de fluorometria
mostraron mayores unidades relativas de fluorescencia luego de 12 horas de incubacion
con 0,1 pg/mL OMVs (14,077 URF £ 427,5, p=0,01923, n=4) 0 1 pg/mL LPS (13,085
URF % 500, p= 0,02452, n= 4), respecto al control no tratado (412 URF £ 32,5, n=4) y
que podrian corresponder a la traduccion de ARN mensajero observado a las 6 horas
(Figura 14A y B). Asi como se observo para los niveles de expresion génica, la incubacion
con 1 pg/mL OMVs mostré mayores niveles de fluorescencia (20,987 URF + 2,275; p=
0,0686, n=4) que el tratamiento con 0,1 ug/mL OMVs. Por otro lado, para el grupo
experimental incubado durante 24 horas se observé una disminucion en las unidades
relativas de fluorescencia luego de la interaccion de los macréfagos con 0,1 pg/mL OMVs
(12,015 URF + 275,1; p= <0,001, n= 4), 1 pg/mL OMVs (18,007 + 432,4; p= <0,001, n=
4)y 1 ug/mL de LPS (12,696 URF + 245,6; p= <0,001, n=4), los cuales fueron
estadisticamente significativos al compararse con el control de macr6fago no tratados
(458,74 URF + 21,9, n= 4) (Figura 15A).

Dado que en el contexto de la iNOS, la funcionalidad de la enzima esté
determinada por su capacidad de catalizar la oxidacion de L-Arginina a citrulinay NO, el
cual es rapidamente reducido a especies menos toxicas para la célula como nitrito y nitrato
(Bogdan, 2015), en este trabajo fue evaluado adicionalmente al transcrito por g°PCR y la
deteccion de la proteina por fluorometria; el producto de su actividad enzimatica mediante
la reaccion colorimétrica de Griess, la cual detecta la presencia de nitritos en sobrenadante
(Bryan & Grisham, 2007).

La concentracion de nitritos fue detectada a partir de las 6 horas de interaccion con
1 pg/mL OMVs (8,1 uM = 0,22; p= 0,00983, n= 6), con un comportamiento tiempo y
dosis dependiente. Asi mismo, la mayor concentracién de nitritos fue observada en
macrofagos estimulados durante 48 horas para los grupos experimentales de 1 ug/mL LPS
(29,4 UM £ 0,53; p=<0,001, n=6), 0,1 pg/mL OMVs (40,5 uM £ 0,51; p=<0,001, n= 6)
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y 1 ug/mL OMVs (69,4 UM = 0,25; p= <0,001, n= 6), mientras que para células no

tratadas la concentracion fue 4,1 uM £ 0,67 (n= 6) para el mismo tiempo (Figura 15B).

Figura 15. Deteccion y actividad enzimatica de la iINOS
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Se muestra el promedio + ES de 4 ensayos realizados por fluorometria para la deteccién de la iNOS (A); asi
como el promedio * ES de 6 ensayos realizados para la cuantificacion de nitritos por el método de Griess

(B). *p <0,05 y ***p <0,001. DPI.: Diphenyleneiodonium Chloride, inhibidor de la actividad enzimética de
la iNOS.
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5. Capitulo 5. Discusion

A pesar de que las enfermedades de origen infectocontagioso constituyen la tercera causa
de muerte a nivel mundial, en la actualidad el tratamiento y las alternativas de
inmunizacion no son satisfactorias, por lo que la busqueda de nuevas y mejores estrategias
se hace indispensable (Nabel, 2013; WHO, 2016).

En este contexto, el uso de plataformas altamente inmunogénicas y con escasa
toxicidad disefiadas a escala nanométrica como las OMVs aisladas de bacterias Gram-
negativas, cobran particular interés gracias a la presencia de reconocidos inmunogenos
capaces de activar el sistema inmune al ser reconocidas de una manera similar a lo que
ocurriria en el proceso infeccioso normal, su relativa facilidad de obtencidn cuando se usan
cepas hipervesiculantes, asi como la incapacidad de auto-replicacion de estas
nanoestructuras bioldgicas (Rosenthal et al., 2014). A pesar de esto, la utilizacion de
OMVs supone un reto adicional en términos de seguridad debido al alto contenido de LPS
y la presencia de factores de virulencia que han sido previamente asociados con el
desarrollo de diversas entidades clinicas como la gastritis (Parker et al., 2010).

Por este motivo y como parte de la caracterizacion inicial de estas vesiculas como
futuros adyuvantes mas seguros que las tradicionales sales de aluminio, en este trabajo se
busco determinar si existia compromiso de la viabilidad celular de macréfagos murinos
J774A.1 durante la internalizacion de OMVs derivadas de una especie no patdgena e

hipervesiculante de E. coli denominada JC803L1.
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En este sentido, ensayos de epifluorescencia con OMVs-DiO y reduccion de la
capacitancia de membrana sugieren que 0,1 pg/mL OMVs de E. coli JC8031 son
internalizadas de una manera tiempo dependiente (Fig. 4 y 9) en macr6fagos murinos
J774A.1, sin comprometer su viabilidad celular (Fig. 5y 6). Consistente con estos
hallazgos, recientemente se ha mostrado que OMV:s derivadas de cepas no patdgenas de E.
coli como Nissle 1917, ECOR12 y DH5a son endocitadas sin afectar la viabilidad de
células HT29 y Caco-2 (Tyrer et al., 2014; Cafias et al., 2016), sugiriendo que la ausencia
de factores de virulencia en vesiculas aisladas de bacterias no patogenas favorecen la
supervivencia de la célula hospedera y suponen una estrategia segura para el desarrollo de
alternativas de inmunizacion basadas en estas plataformas. A pesar de esto, hallazgos
similares en términos de viabilidad han sido reportados para patotipos conocidos de E. coli
como el adherente-invasivo LF82 y el serotipo enterohemorragico O157:H7 (Tyrer et al.,
2014), para las cuales se describen importantes factores de virulencia que contribuyen a la
colonizacién/invasion de la bacteria como HtrA y DsbA en LF82 y la Toxina Shiga en
0157:H7 (Kim et al., 2010; Martinez & Garcia, 2014).

Lo anterior pone en manifiesto que la sola medida de viabilidad celular no es
suficiente para determinar la seguridad de las OMVs y hace imperiosa la caracterizacion
rigurosa de estas nanovesiculas antes de su uso en modelos animales y evidentemente en
humanos. Bajo esta premisa, reportes previos muestran que OMVs de cepas no patdgenas
de E. coli inducen reduccidn en los niveles de glutation, formacion de aductos de 8-Oxo-
2’deoxiguanosina, fragmentacion de ADN, arresto del ciclo celular en fase G2, asi como la
sobre-expresion, reclutamiento y fosforilacion de la histona 2A en enterocitos humanos,
sugiriendo que estas vesiculas inducen genotoxicidad por la generacion no controlada de
especies reactivas de oxigeno (Tyrer et al., 2014; Cafias et al., 2016). Estos hallazgos son
particularmente importantes, porque ademas de registrar dafios sobre el ADN se reporta
que la viabilidad celular no se compromete después de largos periodos de incubacion

(Hasta 7 dias), lo que podria traducirse en una acumulacion de mutaciones.
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A pesar de no haber llevado a cabo ensayos que permitan descartar o confirmar el
efecto genotdxico de OMVs de E. coli JC8031 en macrdfagos J774A.1, en este estudio se
utilizaron concentraciones de vesiculas considerablemente menores que las reportadas por
otros autores (5 pg/mL vs 0,6 pg/mL de proteina que corresponde a 0,1 pg/mL de TAG;
segun Buitrago, 2017 en comunicacion personal), o que permite especular un menor
efecto en el contexto de la endocitosis de estas vesiculas por parte del macréfago, aunque
esta hipétesis debe ser objeto de investigaciones futuras.

Dado que las propiedades eléctricas dan informacion importante sobre estados
funcionales especificos particularmente en células no excitables como los macréfagos,
durante esta investigacion se determind si la internalizacién de OMVs de E. coli JC8031
promovia cambios en estas propiedades que se correlacionaran con activacion celular. En
este sentido, durante las primeras 6 horas de interaccion se observo la mayor expresion de
la iNOS (Fig. 14), evento que fue consistente con la deteccion de la proteina por
fluorometria a las 12 horas y el producto de su actividad enzimatica 24 y 48 horas mas
tarde (Fig. 15). Este comportamiento estuvo acompafiado por una reduccion en la amplitud
de las corrientes de salida totales en pulsos de +40 mV luego de 12 horas de interaccion
con 0,1 pg/mL de OMVs y que fueron sensibles a caribdotoxina 100 nM, sugiriendo la
participacion de canales BK en la activacion cléasica del macr6fago como previamente ha
sido observado para estas células (Papavlassopoulos et al., 2006, Scheel et al., 2006);
aunque existe evidencia en la que macréfagos derivados de médula 6sea de ratones
deficientes para BK (BK”") no compromete la liberacion de mediadores proinflamatorios
como TNF-a, ni las actividades oxidativas dependientes de NADPH luego de la
estimulacion con LPS (Essin et al., 2009).

Para evaluar esta premisa en el contexto de la activacion clasica inducida por
OMVs de E. coli JC8031, fueron medidos los niveles de expresion relativa de canales BK
por gPCR. En este sentido, se encontrd sobreexpresion de estos canales luego de 6y 12
horas de interaccion (Fig. 12), soportando la evidencia encontrada en los registros

electrofisioldgicos, al menos para las primeras 12 horas (Fig. 10). Aungue en conjunto
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estos resultados son consistentes, es importante considerar que la probabilidad de apertura
del canal esta dada por incremento en los niveles de calcio intracelular, asi como
despolarizacion de la membrana plasmatica (Pardo, 2012; Latorre et al., 2016) e incluso
reportes previos sugieren que el canal podria ser funcional en ausencia de calcio

postulandolo como un canal Gnicamente voltaje dependiente (Cui et al., 1997).

Con base en lo anterior y a pesar de la sobreexpresion vista para canales BK en los
ensayos de gPCR, los registros electrofisioldgicos para potencial de reposo no mostraron
despolarizacion de la membrana plasmética que permitieran encontrar un correlato
funcional con los niveles de transcripcidn descritos en este trabajo, por lo que seria viable
suponer la existencia de niveles de regulacion pre y postraduccional que podrian
comprometer la traduccidn, transporte y/o funcion del canal en la membrana plasmatica
durante la interaccion del macr6fago con OMVs de E. coli JC8031 (Kyle & Braun, 2014).

Ante este panorama, se ha descrito que algunas especies reactivas como el peréxido
de hidrégeno, el anién superdxido y los reactivos intermediarios de nitrégeno como el NO,
pueden regular la actividad del canal a través de la oxidacion de la cisteina 911 la cual se
ubica en la regién de union a calcio presente en el dominio citoplasmatico (Tang et al.,
2004) y que durante la activacion clasica del macréfago son generados para promover su
actividad microbicida (Gordon, 2016; Pauwels et al., 2017). Dado que durante este trabajo
se observaron concentraciones de nitritos (medida indirecta de NO) durante el periodo 12 a
48 horas es viable sugerir, al menos en parte, que la sobreexpresion del canal observada
luego de 6 y 12 horas (Fig. 12) es el resultado del cense por parte de la célula de una
proteina no funcional que debe ser direccionada al sistema ubiquitin-proteosoma para su
degradacion y la necesidad de reemplazarla con el fin de no comprometer la viabilidad del
macrofago (Kyle & Braun, 2014).

En otro escenario, se ha sugerido que en vista del compromiso que sufre la
membrana celular durante la endocitosis como el observado durante las primeras 6 horas

de interaccion en los registros de capacitancia de membrana (Fig. 9), podria haber
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internalizacion de canales ionicos asociados a regiones especificas de la bicapa lipidica
como rafts, clatrinas o caveolinas (Lamb et al., 2009). Bajo este contexto, seria razonable
especular que la endocitosis de las vesiculas podria comprometer la presencia de canales
BK en la membrana citoplasmatica, sin embargo, a la fecha ensayos de co-
inmunoprecipitacion sugieren que estas proteinas se encuentran asociadas a regiones ricas
en caveolina pero no en clatrina (Toro et al., 2014), via por la cual segn Buitrago, 2017,
son internalizadas las OMVs de E. coli JC8031 y que resulta consistente con el tamafio de
estas vesiculas, asi como la presencia de TLRs en estas zonas de la membrana celular
(Husebye et al., 2006; McGettrick & O’Neill, 2010).

Bajo esta linea y dado que tanto la endocitosis mediada por receptor, asi como
algunas actividades fisiologicas del macréfago implican oscilaciones de Ca?* intracelular
(Andersen & Moestrup, 2014; Liu et al., 2016) durante esta investigacion se determinaron
los niveles de transcripcion del canal i6nico de conductancia intermedia KCa 3.1, el cual
contrario a los canales BK, requiere solamente incremento en los niveles de calcio
intracelular para su apertura, generando hiperpolarizacion de la membrana plasmética
como consecuencia del eflujo de potasio (Pardo, 2012; Penna & Stutzin 2015). En este
trabajo, los ensayos de expresion génica mostraron que KCa 3.1 fue sobreexpresado
durante las primeras 6 horas y regulado a la baja luego de 12 horas de interaccion (Fig.
12), evento que podria ser consistente con los porcentajes de blogueo encontrado en
registros electrofisiologicos realizados en presencia de Caribdotoxina (Fig. 10), toxina a la
cual estos canales resultan sensibles (Wulff, 2010). Aungue no existen reportes conocidos
sobre la participacion de estos canales en la activacion clasica de macréofagos, en microglia
se ha descrito que KCa 3.1 contribuye a la transcripcion y traduccion de la iNOS al parecer
por una via dependiente de p38 MAPK (Kaushal et al., 2007).

Sumado a lo anterior y aunque no fue cuantificada la concentracion intracelular de
calcio, los ensayos de expresion genica para KCa 3.1, asi como la sensibilidad a
Caribdotoxina sugieren la participacion de Ca?* durante la endocitosis de 0,1 pg/mL
OMVs de E. coli JC8031. En este contexto, Chiang et al., 2012 mostraron que la
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endocitosis del complejo LPS/TLR4 en macrofagos Raw 264.7 es parcialmente inhibida
cuando las células son pre-incubadas con 2-APB (Aminoethoxydiphenyl borate), un
antagonista de receptores IP3, sugiriendo que la endocitosis del complejo es dependiente
del incremento en los niveles de este cation, principalmente liberado desde organelos
intracelulares como el reticulo endoplasmatico. Esta evidencia, podria ser similar a lo
observado en el contexto de la internalizacion de OMVs, las cuales como previamente se
menciono, son endocitadas por un mecanismo dependiente de clatrina tal y como se ha
reportado para el complejo LPS/TLR4 (Husebye et al., 2006; McGettrick & O’Neill,
2010). De manera similar a lo encontrado en este estudio y lo descrito por Chiang et al.,
2012, la hiperpolarizacion celular mediada por la apertura de canales KCa 3.1 ha sido
registrada en macrofagos derivados de monocitos U937 durante la estimulacion con
formyl-Met-Leu-Phe, un péptido producido por E. coli, como consecuencia de un
incremento en los niveles de calcio intracelular aunque en periodos méas tempranos (=15
minutos) que los evaluados en esta investigacion y que también han sido atribuidos a

liberacion desde reticulo endoplasmatico (Penna et al. 2015).

Por otro lado, Nguyen et al., 2017 encontraron que tras la estimulacién con LPS,
microglias (macréfagos del sistema nervioso) derivadas de ratones C57BL/6 elicitaban
corrientes de salida sensibles a PAP-1 y TRAM-34, blogueadores de canales Kv 1.3 y KCa
3.1, respectivamente, sugiriendo la participacion de estos canales en la activacion clasica
de macrofagos, mientras que la incubacion de estas células en presencia de I1L-4 generd un
incremento en la densidad de corriente de entrada de estas células sensibles a Ba?* junto
con la sobreexpresion de canales Kir 2.1. Pese a que el modelo celular reportado por
Nguyen et al difiere al utilizado en la presente investigacion, los hallazgos tanto biofisicos
como moleculares resultan consistentes, por lo que seria viable suponer que OMVs
derivadas de E. coli JC8031 promueven un balance en la respuesta inmune polarizando el
macréfago hacia un fenotipo M1 durante las primeras 6 horas de interaccion, y
posteriormente hacia M2 que supondrian un interesante efecto dual sobre el control de

patogenos intracelulares.
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Aunque durante esta investigacion no fueron determinados algunos mediadores
proinflamatorios como IL-4 que permitan confirmar la hipétesis planteada previamente,
estudios recientes muestran que las OMVs promueven respuestas inmunologicas de tipo
Thly Th2, sugiriendo que células como el macrofago podrian ser polarizadas hacia
fenotipos M1y M2 en una manera tiempo-dependiente, contribuyendo con la activacion
de la respuesta inmune adaptativa celular y humoral observada en modelos in vivo
(Fantappie et al., 2014; Mitra et al., 2015). En este contexto y considerando la compleja
composicién bioguimica de las OMVs, es viable suponer que la interaccion ligando-
receptor no debe estar restringida a la tradicional dualidad LPS-TLR4; supuesto que ha
sido confirmado previamente por Alaniz et al., 2007 para OMVs de S. typhimurium y
células dendriticas deficientes de TLR4, en las cuales se observaron niveles altos de IL-12
sugiriendo la participacion de otras interacciones como la dada entre flagelinay TLR5. Asi
mismo, estudios recientes realizados por Mitra et al., 2015 muestran que OMVs
provenientes de Shiguella spp ademas de promover la transcripcion de la iNOS, como
también se describe para S. typhimurium y P. gingivalis, incrementan la produccién de IL-
4 en macrofagos murinos cocultivados con linfocitos TCD4+, soportando la hipotesis de la
actividad inmunomoduladora de las vesiculas hacia ambos fenotipos en el macréfago
(Clasico y Alternativo) y que explicarian el balance entre las respuestas Thly Th2
reportado en modelos murinos (Alaniz et al., 2007; Imayoshi et al., 2011; Kaparakis &
Ferrero, 2015).

En conclusidn, este trabajo muestra que la internalizacion de 0,1 pg/mL de OMVs
obtenidas de E. coli JC8031 no afecta la viabilidad de macréfagos J774A.1 e induce
cambios en las propiedades eléctricas de la membrana plasmatica que se correlacionan con
la activacion clasica de estas células, hallazgos a partir de los cuales fue generado un
modelo de interaccién detallado en la figura 16. Hasta nuestro conocimiento, este trabajo
es el primero que reporta el impacto que tiene la internalizacion de estas vesiculas sobre
aspectos claves en la fisiologia de los macrofagos como viabilidad celular, permeabilidad
iGnica y activacion celular; los cuales resultan fundamentales en el disefio de nuevas

alternativas de inmunizacién cientificamente validas.
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Figura 16. Modelo tedrico de la interaccion MO_OMV
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Modelo. En eventos tempranos (<6 horas) tienen lugar la interaccion de diversos PAMPs presentes en las OMVs como LPS y/o flagelina con sus respectivos
receptores tipo TLRs, los cuales se encuentran anclados a regiones de la membrana ricas en clatrina (Husebye et al., 2006). Esta interaccion permite la dimerizacion y
transfosforilacion del respectivo TLR asi como la transduccion de vias de sefializacion como Myd88 para favorecer la transcripcién de la iNOS (Leal, 2017). Dado
que la fosforilacion de TLRs puede promover el reclutamiento de la fosfolipasa C, tendria lugar la liberacion de segundos mensajeros como IP3 (Penna et al., 2015) el
cual viajarfa hasta los receptores para IP3 ubicados en el reticulo endoplasmatico donde seria liberado Ca?* hacia el citoplasma generando despolarizacion celular y la
subsecuente apertura de canales i6nicos dependientes de voltaje como Kv 1.3 (Villalonga et al., 2010). En el transcurso de las primeras 6 horas tendria lugar el inicio
de la transcripcion de la iNOS proceso en el cual se ha descrito la participacion de canales KCa 3.1 (Kaushal et al., 2007) quienes a su vez podrian estar regulados por
el influjo de calcio desde el reticulo endoplasmatico. Este incremento en concentraciones sub pM de Ca?*, promoveria la apertura de canales KCa 3.1 presentes en la
membrana plasmatica permitiendo el eflujo de potasio e induciendo hiperpolarizacion celular (Leal, 2017) evento que generaria la apertura de canales tipo Kir 2.1
para promover el influjo de potasio y contribuir al restablecimiento del potencial de reposo de los macréfagos. Dada la presencia de NO en el espacio citoplasmético,
éste podria contribuir a la oxidacion de la cisteina 911 de canales BK (Tang et al., 2004) ubicados en regiones ricas en caveolinas (Toro et al., 2014) y que podrian
participar en la regulacion de la respuesta inflamatoria, generando la necesidad de retirar esta poblacion de canales de la membrana plasmatica (Kyle & Braun, 2014)
y favoreciendo la sintesis de novo (Kyle & Braun, 2014).






6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

0,1 ng/mL OMVs de E. coli JC8031 son internalizadas de una manera tiempo dependiente,

sin comprometer la viabilidad celular de macréfagos murinos J774A.1.

Macrdéfagos estimulados con OMVs de E. coli JC8031 elicitan corrientes de salida y
entrada similares al control durante las primeras 6 horas de interaccion, asi como los
mayores niveles de sobreexpresion de la iNOS, sugiriendo activacion clasica del

macrofago.

Durante las primeras 6 horas de internalizacion, las OMVs de E. coli JC8031 indujeron la
sobreexpresion de canales de potasio de conductancia intermedia, sensibles a calcio o0 KCa

3.1, sugiriendo un incremento en las concentraciones de Ca?* intracelular.

Cambios en la densidad de las corrientes de entrada observados durante 12 y 24 horas de

interaccion, podrian ser la respuesta funcional a la activacién alternativa del macréfago.

La produccidon de intermediarios reactivos de nitrogeno como el NO generados durante la
activacion clasica del macréfago, podrian contribuir a la oxidacion de canales BK y su

subsecuente transcripcion de novo, suponiendo un posible mecanismo de regulacion.
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6.2 Recomendaciones

Llevar a cabo ensayos que permitan dilucidar si existe genotoxicidad durante la
endocitosis de 0,1 pg/mL de OMVs aisladas de E. coli JC8031.

Hacer mediciones electrofisioldgicas en tiempos de interaccion inferiores a las 6 horas,
con el objetivo de evaluar si existe despolarizacion celular de la membrana plasmatica que

permita soportar la hipétesis del cambio de fenotipo M1 a M2 en el tiempo.

Cuantificar los niveles de calcio intracelular con el fin de confirmar el incremento del
catién durante la endocitosis de 0,1 pg/mL de OMVs aisladas de E. coli JC8031.

Realizar registros electrofisioldgicos en presencia de quelantes de Ca?* como BAPTA o
inhibidores como 2-APB, con el fin de determinar la fuente de su influjo al citoplasma, en

caso de que existiera.

Cuantificar los niveles de transcrito y proteina de mediadores como IL-4, Arg-1 e IL10
durante el periodo 6 a 24 horas, para determinar si los cambios en las propiedades
biofisicas observadas (pA/pF), corresponden a la activacion alternativa del macréfago

COMo Se sugiere en este trabajo.

Expresar heterélogamente en OMVs de E. coli JC8031 antigenos provenientes de
patdgenos intracelulares como Leishmania amazonensis 0 Mycobacterium tuberculosis y
evaluar el estado funcional de macréfagos J774A.1 durante la internalizacién de vesiculas

cargadas.



Anexo A: Curva de proliferacion celular — WST-1

Con el objetivo de determinar la fase de crecimiento exponencial de las células, fue
generada una curva de proliferacion celular haciendo uso del ensayo colorimétrico WST-1
(Sigma) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Brevemente, 100 pL de una
suspension celular 1x10° cel/mL fueron servidas en diluciones seriadas desde 1:2 hasta
1:64 en microcaplas de 96 pozos (Costar™) durante 44 horas. Cumplido el tiempo de
incubacion, 10 uL de WST-1 fueron adicionados a cada pozo y las células fueron re-
incubadas hasta completar 48 horas. Finalmente, la absorbancia de cada pozo se ley6 a una
longitud de onda de 450/630nm con ayuda de un lector para microplacas ELX800 (Biotek).
Los datos obtenidos fueron tabulados en Excel 2010 (Microsoft Word) y el punto donde se
observo mayor linealidad (25,000 cel/mL) fue establecido como la fase de crecimiento

exponencial para el modelo utilizado.

Curva de Proliferacion Celular
Macrofagos J774A.1

Unidades de Absrobancia
UA

1,6 31 6,3 12,5 25 50 100 200 400

Numero de Células
(Miles)







Anexo B: Electroforesis y cuantificacion de ARN

Tiempo de interaccion Pozo Concentracion Rele}cién
ng/uL 260:280

. MPM 100bp NA NA

. MO_Control 780 1,83

.MO_LPS 761,4 1,93

.MO_OMV 0,1ug/mL 4539 1,9

. MO_OMV 1pg/mL 829,6 1,9

. MPM 100bp NA NA

6 horas

. MO_Control 1156,5 1,99

.MO_LPS 716,7 1,95

.MO_OMV 0,1ug/mL 649,3 1,88

.MO_OMV 1pg/mL 818,5 1,88
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Anexo B: Continuacion...

Tiempo de interaccion Pozo Concentracion Relacion
P ng/uL 260:280
1. MPM 100bp NA NA
12 horas
2. MO_Control 612,3 2.0
3.MO_LPS 354,3 1,86
4, MO_OMV 0,1ug/mL 758,6 1,88
5. MO_OMV 1pg/mL 659,9 1,88
1. MPM 100bp NA NA
24 horas
2. MO_Control 793,4 1,95
3. MO_LPS 1003,4 1,90
4. MO_OMV 0,1pg/mL 909 1,92

5. MO_OMV 1pg/mL 893,7 1,89




Anexo C: Disefio bioinformatico de los primers

usados en gPCR-SYBR® Green

Los primers fueron disefiados a partir de la secuencia de referencia registrada en NCBI para
el ARN mensajero de cada gen de interés anotado para Mus musculus tax1d:10090.

Sequence PL Tm GC .
Gen  Access Number (5'->3") (bp) Length ©C) (%) SC S3'C
Fw CCGTGAAATCAGACGCTATCAGAAG 25 61,74 4800 4.00  3.00
H3A  NM_008210.5 450
Rv ACACACAAATGAACGTGGAGAAACG 25 62,64 4400 4.00  2.00
Fw GAAGAGGAAGAAGATGAGCA 20 53,99 4000 3.00 0.0
KV1.3 NM_145983.2 360
Rv GATCTGGTTCACTTTTGAGC 20 5587 5000 4.00  1.00
Fw AATACCACCATGAAGACAGC 20 5542 4500 4.00  2.00
Kir2.1 NM_008425.4 385
Rv GTAAAGTCCATACCCGACAA 20 54,80 4500 3.00  0.00
KCa Fw CATCCCTGCTCCTGTGTTTTC 21 59,18 5238 200  0.00
NM_001163510.1 136
3.1 RV TTTATCGTGGGGCTTGGTCG 20 60,39 5500 2.00  2.00
Fw GGGTCAACATTCCCATCATC 20 56,16 5000 3.00  1.00
BK  XM_017315887.1 86
Rv TGTGTCAGGGTCATCGTCAT 20 5873 5000 3.00  2.00

PL. Product Length. SC. Self-complementary. S-3° C. Self-3' Complementary






Anexo D: Gradiente de temperaturas para los genes
utilizados en gPCR-SYBR® Green

Histona 3 A (H3A) — 450bp

1. 67,8°C. 2. 67,1°C. 3. 65,8°C. 4. 63,4°C. 5. MPM 100bp. 6. 60,5°C. 7. 58,2°C. 8. 56,6°C. 9. 55,6°C. 10. CN.

Kv 1.3 - 360bp Kir 2.1 - 385bp

1. 60°C. 2. 59,4°C. 3. 58,3°C. 4. 56,3°C. 5. MPM 100bp. 1. 60°C. 2. 59,4°C. 3. 58,3°C. 4. 56,3°C. 5. MPM 100bp.
6. 53,9°C. 7. 52°C. 8. 50,7°C. 9. 50°C. 10. CN. 6.53,9°C. 7. 52°C. 8. 50,7°C. 9. 50°C. 10. CN.
KCa 3.1 136bp BK — 86bp

1. 65°C. 2. 64,4°C. 3. 63,2°C. 4. 61°C. 5. MPM 100bp. 1. 63°C. 2. 62,3°C. 3. 61°C. 4. 58,6°C. 5. MPM 100bp.
6. 58,3°C. 7. 56,2°C. 8. 54,7°C. 9. 54°C. 10. CN. 6. 55,7°C. 7. 53,4°C. 8. 51,8°C. 9. 51°C. 10. CN.
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Anexo D: Continuacion...

A partir de los gradientes de temperatura realizados, las temperaturas de anillamiento, asi

como los tiempos de extension elegidos fueron:

Primer Longitud del Tm Ta Tiempo de Extension*
amplicon (bp) (°C) (°C) (Seq)
Fw: 61,74
H3A 450 67 18
Rw: 62,64
Fw: 53,99
Kv 1.3 360 52 15
Rw: 55,87
. Fw: 55,42
Kir 2.1 385 55 14
Rw: 54,80
Fw: 59,18
KCa 3.1 136 56 6
Rw: 60,39
Fw: 56,16
BK 86 53 3
Rw: 58,73

Tm: Temperatura melting. Ta: Temperatura de anillamiento seleccionado luego de llevar a cabo los gradientes
de temperatura. *EIl tiempo de extension esta dado por el cociente que existe entre el tamafio del amplicon para
cada gen divido entre 25.



Anexo E: Amplicones y curvas melting de ensayos de
gPCR-SYBR® Green

Control Negativo gqPCR — RNA sin retrotranscribir
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Anexo E: Continuacion...

Histona 3 A (H3A)
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Anexo E: Continuacion...
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Anexo E: Continuacion...

Amplification Standard Curve
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Anexo E: Continuacion...
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Anexo E: Continuacion...
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Anexo F: Amplicones de ensayos de gPCR-TagMan®

Control Negativo gqPCR — RNA sin retrotranscribir
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Anexo F. Continuacion...

Curvas de amplificacion
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Anexo G: Estandarizacion del nimero de células para
deteccion de nitritos
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Anexo H: Curva estandar de nitritos
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Anexo K: Consolidado de analisis estadistico

Promedio del porcentaje de viabilidad evaluado por el ensayo de MTT

(n=5)
i—rr\!czr:]ae:(c):igﬁ OMV 0,1 pg/mL ES pvalor OMV 1pg/mL ES p valor
6 Horas 85,0 2,3 Ref 83,6 29 Ref
12 Horas 89,0 2,7 0,3120 83,5 39 0,3282
24 Horas 97,0 2,2 0,0099 90,7 4,6 0,9810
48 Horas 91,2 3,2 0,2495 56,5 1,0 0,0069

Ensayo LDH - 24 Horas

(n=2)

Grupo Experimental % Citotoxicidad ES p valor
Control Positivo 44,9 2,0 Ref
OMV 0,1 pg/mL 3 0,01118

OMV 1 pg/mL 6,5 0,5 0,0259
Promedio de las mediciones de potencial de reposo
(mv)
Tiempo de
Interaccion vm ES p valor
Control (n=26) -42,34 2,4 Ref.

6 Horas (n=15) -47,38 3,8 0,27924
12 Horas (14) -61,41 2,3 2,00E-06
24 Horas (n=17) -69,58 1,4 5,00E-11
Promedio de la intensidad de pixeles
(UA)

Tiempo .d,e Pixeles ES p valor
Interaccion
Control (n=26) 49662,35 478,0 Ref
6 Horas (n=15) 38126,05 648,8 8,63E-39
12 Horas (14) 28866,68 304,7 4,57E-75
24 Horas (n=17) 16902 160,8 1,75E-231
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Promedio de la densidad de corriente de salida
(PA/pF)
MO_ MO_OMV MO_OMV MO_OMV
Pulso  Control ES varl)or 6 Horas ES pvalor 12Horas ES pvalor 24 Horas ES vaFI)or
(n=20) (n=11) (n=16) (15)
-100 -5,22 0,6 - -8,18 2,3 - -5,97 14 - -4,84 0,6 -
-80 -2,17 0,3 - -3,30 0,9 - -1,48 0,5 - -1,11 0,2 -
-60 0,00 0,0 - -0,46 0,2 - 0,65 0,4 - 0,34 0,0 -
-40 1,79 0,2 - 1,31 0,2 - 1,52 0,4 - 0,91 0,1 -
-20 3,47 0,5 - 2,9 0,4 - 2,30 0,6 - 1,41 0,2 -

0 5,28 0,8 - 5,53 1,0 - 3,52 0,8 - 2,05 0,2 -
20 7,44 11 - 8,29 15 - 5,38 1,0 - 291 0,3 -
40 10,06 15 Ref 11,44 2,1 0,65488 6,38 1,0 0,04463 3,54 04 <0,01
60 12,34 18 - 13,05 24 - 8,21 14 - 4,46 0,5 -
80 14,76 2,2 - 15,76 2,9 - 9,44 16 - 4,99 0,6 -
100 17,41 2, - 17,78 3,2 - 10,67 2,1 - 5,35 0,6 -
120 20,53 3,0 - 20,84 3,9 - 12,68 3,2 - 5,94 0,7 -

Porcentaje de corriente bloqueada con Caribdotoxina 100 nM
(n=7)
Tiempo de +40 mV ES p valor +60 mV ES p valor
Interacccion
Control 27,74 3,7 Ref 31,53 4,6 Ref
6 Horas 35,09 9,4 0,55737 35,27 9,3 0,73235
12 Horas 44,32 78 0,03994 41,06 7,7 0,31
24 Horas 32,21 3,4 0,48214 28,01 32 0,54404
Promedio de la densidad de corriente de entrada
(pPA/pF)
MO_ MO_OMV MO_OMV MO_OMV
Pulso  Control ES val?or 6 Horas ES valor 12 Horas ES pvalor 24 Horas ES pvalor
(n=14) (n=10) (n=10) (n=7)
-140 -14,83 2,1 - -16,67 3,7 - -19,60 3,5 - -24,01 2,6 -
-120 -10,91 14 Ref -10,50 22 0,882 -14,06 3,2 0,38857 -15,70 1,2 0,02519
-100 -6,95 0,9 - -5,58 11 - -1,72 2,2 - -7,28 0,6 -

-80 -3,64 0,5 - -2,33 0,4 - -1,92 0,7 - -1,81 0,5 -
-60 -1,22 0,2 - -0,14 0,1 - 0,44 0,3 - 0,70 0,1 -
-40 0,54 0,2 - 1,50 0,4 - 1,33 0,3 - 1,83 0,4 -
-20 2,31 0,4 - 3,22 0,8 - 1,82 0,5 - 1,73 0,9 -

0 4,82 0,8 - 5,49 1,3 - 3,29 0,6 - 3,33 11 -

20 6,05 1,0 - 7,90 2,0 - 5,40 0,7 - 4,48 1,4 -
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Porcentaje de corriente bloqueada con Cloruro de Bario 5 mM

(n=5)
Tiempo de +40 mV ES p valor +60 mV ES p valor
Interacccion
Control 72,18 6,2 Ref 70,08 8,0 Ref
6 Horas 80,91 10,1 0,50874 78,05 131 0,6586
12 Horas 90,69 31 0,02488 90,19 18 0,03324
24 Horas 72,5 7,3 0,97557 66,48 6,4 0,7347
Expresion génica de canales i6nicos
AACt normalizado frente al gen de referencia H3A
. MO_OMV MO_OMV
Canal I6nico 6 Horas ES 12 Horas ES p Valor
Kv 1.3 1,03 0,1 0,56 01 0,31915
Kir2.1 0,56 0,02 111 0,1 0,05538
KCa3.1 1,46 01 0,08 0,02 0,03454
BK 1,22 0,1 2,91 0,2 0,01084
Expresion génica de la iNOS
AACt normalizado frente al gen de referencia GAPDH
Grupo MO_OMV o MOOMV ¢ MO_OMV MO_OMV ¢
experimental 3 Horas 6 Horas 12 Horas 24 Horas
Control Negativo 1 0,1 1 0,04 1 0,2 1 0,1
LPS 0,1 pg/mL 4,56 0,1 51,14 0,02 391 0,04 2,26 01
OMV 0,1 pg/mL 0,54 0,03 55,93 01 10,55 0,02 2,04 01
OMV 1 pg/mL 5,77 0,04 122,53 0,03 21,70 0,1 2,12 0,04
Expresion génica de la iNOS
AACt normalizado frente al gen de referencia p-Actina
Grupo MO_OMV MO_OMV MO_OMV MO_OMV
experimental 3 Horas ES 6 Horas ES 12 Horas ES 24 Horas ES
Control
Negativo 1 0,2 1 0,1 1 0,03 1 0,06
LPS 0,1 pg/mL 4,02 0,8 46,10 0,8 0,21 0,05 2,55 0,2
OMV 0,1 pg/mL 0,41 0,7 51,62 0,09 0,42 0,2 1,64 0,4
OMV 1 pg/mL 3,22 0,1 90,18 0,0 0,41 0,5 2,08 0,6
Cuantificacion fluorométrica de la iINOS - Unidadades relativas de fluroescencia (URF)
(n=4)
. oMV
Tiempo de Valor LPS1 oMV 1 p
interaccion MO_Control ES D ug/mL ES Valor p pgc;’nqu ES p Valor ug/mL ES valor
6 Horas 0 0 Ref. 1640 50 NA 1545 5 NA 2397,5 27,5 NA
12 Horas 4125 32,5 Ref. 13085 500 0,02452 140775 4275 0,01923 209875 22275 0,0686
24 Horas 458,75 219 Ref.  12696,25 245,6 1,E-05 12015 2751 2,E-05 18007,5 432,3 3E-05
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