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Los NETs estan presentes en el esputo de pacientes con fibrosis quistica causando
secreciones anormalmente viscosas en los pulmones, lo que favorece su colonizacion por
la bacteria Pseudomonas aeruginosa. Objetivos: Realizar un anélisis de la virulencia de
P. aeruginosa provenientes de pacientes con fibrosis quistica e identificar particulas
responsables en la induccion de los NETs. Material y Métodos: Se estudi6 la induccion
de NETs por 16 aislados clinicos y 7 cepas mutantes de P. aeruginosa, evaluando su
produccion de pigmentos al medio de cultivo. La induccion de NETs se determind por
fluorometria, microscopia de fluorescencia y cuantificacion de la expansion nuclear.
Resultados: Los aislamientos clinicos de P. aeruginosa mostraron una variada
produccion de pigmentos al medio de cultivo, ademas de una robusta induccién de NETs
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una constante producciéon de pigmentos al medio de cultivo, pero con un nivel de
induccién de NETs muy bajo. Conclusién: Las exoenzimas presentes en P. aeruginosa
pueden desencadenar la formacion de los NETs en aislados clinicos provenientes de
pacientes con fibrosis quistica.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Fibrosis Quistica (FQ)

La fibrosis quistica afecta aproximadamente a uno de cada 2.500 nacidos
vivos [2]; en México, cada aio nacen entre 300 y 400 nifios con este padecimiento.
Sin embargo, debido a los recursos e infraestructura actuales, solamente el 15% de
ellos son diagnosticados de manera oportuna, mientras que el resto fallece antes de
cumplir los 4 afios de edad por complicaciones respiratorias y desnutricion. En
nuestro pais, existen alrededor de 3.000 nifios con FQ, los cuales no tienen acceso a
un tratamiento especializado, la edad promedio de diagnostico es de 2.6 afios,
momento en el cual muchos nifios ya muestran una afectacion pulmonar.
Actualmente la esperanza de vida promedio para un individuo con FQ es de 18 afios,
sin embargo, en 1980 la mayoria de los nifios con este padecimiento no vivian lo
suficiente para ingresar a la educacion pre-escolar. Hoy en dia, el 27% de los
pacientes diagnosticados en México han alcanzado la vida adulta, mientras que el

85% de los enfermos de FQ mueren sin haber conocido su padecimiento [8].



La norma oficial mexicana NOM-034-SSA2-2002 para la prevencion y
control de los defectos al nacimiento, sefiala como una accion prioritaria en cualquier
unidad de salud de los sectores publico, privado o social, la deteccion de
enfermedades como la FQ a través del tamiz neonatal, que identifica valores altos de
tripsindgeno inmunoreactivo en sangre en las primeras seis semanas de vida del
recién nacido/lactante [9]. En caso de que esta prueba sea positiva es preciso
confirmar el diagnostico a partir de pruebas de electrolitos en sudor y genotipificacion
[10]. A pesar de que la norma establece como accidn prioritaria la deteccion de la
FQ, en las instituciones de salud no se realizaba de forma generalizada el tamiz
neonatal para FQ; sin embargo, la Secretaria de Salud anuncié que el tamiz neonatal

basico incluird la prueba para detectar FQ a partir del afio 2016 [10, 11].

La FQ es un desorden recesivo autosomico que limita la vida [1], siendo la
enfermedad hereditaria letal mas comtin en caucésicos, aunque también puede afectar
a otras razas [2]. Esta enfermedad es causada por mutaciones en el gen que codifica
el regulador de conductancia transmembrana de FQ o CFTR por sus siglas en inglés,
localizado en el cromosoma 7q31.2 [1, 3]. Se ha demostrado la funcién del gen CFTR
como un canal de cloro regulado por la fosforilacion dependiente de AMP ciclico, lo
cual fue consistente con alteraciones en el transporte de iones documentado en la FQ
[4]. Estas mutaciones, de las cuales mas de 1600 han sido secuenciadas, se han
clasificado en cinco categorias (Clase I-V) de acuerdo a la proteina producida por el
gen CFTR vy la expresion fenotipica de la enfermedad [5]. Las mutaciones de clase I,
IT y I1I se asocian con enfermedad pulmonar severa y también con una alta morbilidad

y mortalidad [6]. Considerando el fenotipo de estas mutaciones en el gen CFTR, se



encontré que la mutacion conocida como F508del (p.Phe508del) era la causa mas
comun de la FQ lo que representa el 70% de los pacientes con esta enfermedad [1,

71.

En individuos con FQ, la mutacion F508del provoca afectaciones en diversos
organos, en particular, aquellos que poseen epitelio como la glandula sudoripara, el
ducto biliar del higado, el tracto reproductor masculino y el intestino. Esta mutacion
también induce secreciones anormalmente viscosas en las vias respiratorias de los
pulmones y en los ductos del pancreas lo que provoca obstrucciones que conducen a
la inflamacién, dafio y destruccion tisular. La pérdida de la funcidon exocrina
pancredtica resulta en malnutricion y retardo en el crecimiento, lo que lleva a la

muerte en la primera década de vida de la mayoria de los individuos no tratados [1].

Como tratamiento se ha utilizado antibioterapia tanto para combatir la
infeccion bronquial cronica como las exacerbaciones infecciosas. En estos pacientes,
el volumen de distribucion de los farmacos hidrofilicos (aminoglusido y
cefalosporinas) esta incrementado como consecuencia de la mala nutricion y perdida
de tejido adiposo, por ello las dosis utilizadas, especialmente las de los
aminoglucésidos que también tienen un aclaramiento renal considerablemente
acelerado, deben ser mas altas de lo habitual para lograr concentraciones eficaces en
las secreciones bronquiales. También se emplea la fisioterapia respiratoria que
consiste en la limpieza bronquial diaria, con el fin de evitar la acumulacion de

mucosidad en los bronquios y prevenir la infeccién. Para que esta terapia sea



realmente efectiva es fundamental la constancia en el tratamiento y el nimero de

sesiones diarias dependiendo de la situacion de la persona [12].

Otra alternativa adicional al tratamiento consiste en la administracion de
DNAsa recombinante humana comercializada como Pulmozyme, la cual conduce a
la reduccion en la concentracion y longitud del ADN extracelular y es usado en la
clinica para el tratamiento de la FQ, sin embargo, es un tratamiento costoso y no todos
los pacientes tienen acceso al mismo [13]. La elevada presencia de ADN extracelular
es una caracteristica distintiva de la FQ. Existen estudios recientes que reportan que
el ADN en la FQ puede ser derivado de la formacion de trampas extracelulares de

neutrofilo, también denominadas como NETs [14-16].

1.2 Caracteristicas del neutrofilo

Los neutrofilos son los leucocitos mas abundantes en circulacion, y los
pacientes con deficiencias congénitas de neutrédfilos sufren de graves infecciones que
con frecuencia son fatales, destacando la importancia de estas células en la defensa

inmune [17].

Los neutréfilos se generan continuamente en la medula 6sea a partir de
precursores mieloides. Su produccion diaria puede alcanzar hasta 2x10'!" células. En
humanos, del 50-70% de los leucocitos en circulacién son neutréfilos, y cuando se
encuentran en la etapa madura alcanzan un diametro promedio de 7-10 pum, su nicleo

es segmentando y su citoplasma esta enriquecido con granulos y vesiculas secretoras



[18]. Junto con otros dos tipos de células con un desarrollo afin, los eosinofilos y
basofilos, se han denominado como leucocitos polimorfonucleares (PMN), cuya
caracteristica distintiva es la presencia de “granulos” [17]. Tradicionalmente, los
granulos han sido subdivididos en tres diferentes clases basados en sus moléculas de
cargas residentes: azurofilicos o primarios, especificos o secundarios y gelatinasa o

terciarios que se describiran con detalle mas adelante [18].

Los neutréfilos producen una gran cantidad de péptidos y proteinas que
directa o indirectamente eliminan microbios. Existen tres tipos principales de
antimicrobianos: (a) péptidos cationicos como defensinas, LL-37 y proteina
bactericida que incrementa la permeabilidad (BPI), (b) enzimas proteoliticas como
lisozima, proteinasa-3 (PR3), catepsina G (CQG) y elastasa de neutréfilo (HNE), y (¢)
proteinas quelantes de metales como lactoferrina y calprotectina [19]. Estos péptidos
cationicos, tienen una caracteristica que probablemente promueve su interaccion

inicial con superficies al ser de naturaleza anionica.

1.3 Mecanismos de muerte del neutrofilo

El sistema inmune innato proporciona una defensa inmediata contra
patdgenos invasores, es esencial para la supervivencia de organismos multicelulares

[20] y los neutréfilos desempefian un papel importante [21].



Los neutroéfilos circulan dentro del torrente sanguineo, sin embargo, una vez
que detectan un agente patdogeno, dejan los vasos sanguineos y rapidamente son
reclutados al sitio de la infeccion siguiendo un gradiente quimiotactico producido por
sefales microbianas y endogenas, por lo que son tipicamente las primeras células en
aparecer [22, 23]. En el sitio inflamatorio, emplean varias estrategias tanto

intracelulares como extracelulares para contener y eliminar la infeccion [18].

1.3.1 Fagocitosis

La fagocitosis es el principal mecanismo del neutrofilo para eliminar
patogenos y restos celulares. Se trata de un proceso activo mediado por receptores,
durante el cual una particula es internalizada por la membrana celular en una vacuola
denominada fagosoma [17]. Los detalles del mecanismo de internalizacion dependen
del tipo de interaccion entre el neutrofilo y el microorganismo. La interaccion puede
ser directa, a través del reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs) por receptores de reconocimiento de patron (PRRs), o mediante
opsoninas. El ultimo mecanismo esta mejor caracterizado e incluye tres ejemplos
clasicos: fagocitosis mediada por el receptor de la region Fc de IgG (FcyR), que se
basa en la formacion de extensiones de pseudopodos para la inmersion de particulas
opsonizadas IgG; la fagocitosis mediada por lectinas que se encuentran en el suero y
pueden reconocer y opsonizar cuerpos extrafios para favorecer su fagocitosis; y, por

ultimo, la fagocitosis mediada por receptor, donde un receptor especifico en la



superficie de la membrana reconoce una macromolécula extracelular y se une a ella

para formar un complejo receptor-ligando que experimenta endocitosis [24].

Posterior a la fagocitosis, el fagosoma comienza un proceso de maduracion
para eliminar a los patdgenos. En los neutrofilos, la maduracion del fagosoma ocurre
tras la fusion de los granulos al fagosoma, por lo que la administracion de moléculas
antimicrobianas se produce en el lumen fagosomal. Simultaineamente, el ensamblaje
del complejo NADPH oxidasa en la membrana fagosomal permite la produccion de
ROS, y en conjunto, estos dos mecanismos crean un ambiente toxico para la mayoria

de los patogenos [17].

1.3.2 Degranulacion

Los neutrofilos deben transportar una gran cantidad de moléculas altamente
reactivas a través del torrente sanguineo y luego correctamente desplegarlos en el
momento adecuado. Por lo tanto, no es ninguna sorpresa que un organulo
especializado de almacenamiento ha evolucionado en los neutréfilos: el granulo. Los
granulos son, sin embargo, mucho mas que organulos de depdsito latentes para
sustancias peligrosas, son participantes activos e indispensables en casi todas las

actividades del neutréfilo durante la inflamacion [17].

Existen tres tipos fundamentales de granulos en el neutréfilo. Granulos
azurofilicos (también conocidos como granulos primarios o peroxidasa positivos) que

son los mas grandes, midiendo aproximadamente 0.3 uM de didmetro y son los



primeros en formarse durante la maduracion del neutr6filo. Se nombran asi por su
capacidad para captar el colorante azul basico A y contienen mieloperoxidasa (MPO),
una enzima importante en el estallido oxidativo [25, 26]. Adicionalmente, incluyen
defensinas, lisozima, BPI, y un numero de serin proteasas: elastasa de neutrofilo

humano (HNE), proteinasa 3 (PR3), y catepsina G (CG) [27].

La segunda clase de granulos, los granulos especificos (o secundarios), son
mas pequefios (0.1 uM), no contienen MPO, y se caracterizan por la presencia de la
glicoproteina lactoferrina. Estos granulos se forman después de los granulos
azurofilicos; también contienen un amplio rango de componentes antimicrobianos
incluyendo lipocalina asociada a la gelatinasa del neutrofilo (NGAL), proteina

antimicrobiana catelicidina humana (hCAP-18), y lisozima [26, 27].

La tercera clase, los granulos gelatinasa (terciarios), son también MPO
negativos, son mas pequefios que los granulos especificos, y contienen unos pocos
antimicrobianos, pero sirven como un lugar de almacenamiento para un numero de
metaloproteasas, como gelatinasa y leucolisina. Estos granulos son también la Gltima

poblacion de granulos formados durante la maduracion del neutrofilo [28].

Finalmente, un cuarto conjunto de estructuras, las vesiculas secretoras,
también son comunmente consideradas parte de la familia de granulos del neutrofilo.
Su carga consiste predominantemente de proteinas derivadas del plasma como la
albumina. La membrana de vesiculas secretoras sirve como un reservorio para un
numero de importantes moléculas de unidon a membrana empleadas durante la

migracion del neutrofilo [17].



Después del contacto del neutrofilo con el endotelio, la estimulacion a través
de selectinas y quimioatrayentes induce la movilizacion de vesiculas secretoras para
fusionarse con la membrana plasmatica y exponer estos componentes al ambiente
externo [28-31]. Esto resulta en la transicion a la firme adhesion. A medida que
avanzan a través del endotelio, los neutréfilos estan expuestos a otras sefales de
activacion que inician la movilizacion de granulos gelatinasa, de este modo liberando

metaloproteasas [32, 33].

En el sitio inflamatorio, ocurre activacion completa del neutrofilo, inicidndose
el estallido oxidativo y a la movilizacidén de granulos azurofilicos y especificos. Estos
granulos se fusionan con el fagosoma, contribuyendo a las actividades
antimicrobianas de este compartimento, o a la fusion con la membrana plasmatica.
Esta fusion permite el ensamblaje del complejo NADPH oxidasa y permite la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) tanto dentro del fagolisosoma y
fuera de la célula. La degranulacion de granulos primarios y secundarios contribuye
a la creacién de un ambiente antimicrobiano en el sitio inflamatorio y produce un

entorno hostil para patogenos [17].



1.4 Trampas Extracelulares de Neutroéfilos (NETs)

Hasta hace algunos afos, se pensaba que los neutrofilos empleaban
esencialmente solo dos principales estrategias antimicrobianas: la fagocitosis y la
degranulacion [23]. Recientemente, una tercera estrategia fue descubierta como un
nuevo mecanismo de defensa inmune innata del huésped contra infecciones, la
formacion de Trampas Extracelulares de Neutrofilos o también denominadas como

NETs [34].

1.4.1 Formacion de los NETs

La NETosis es un tipo de muerte celular del neutrofilo que conduce a la
formacion de los NETs, siendo este un proceso complejo aun poco conocido [22].
Para liberar los NETSs, el neutrofilo activado se somete a cambios morfologicos
dramaticos, los cuales pueden variar dependiendo del estimulo [22, 35]. Este proceso
puede ser detectado utilizando el colorante Sytox® Green, que se excluye de células
vivas, pero emite fluorescencia cuando se intercala en el ADN de células muertas

[36].

Minutos después de la activacion, el neutrofilo se aplana y adhiere firmemente
a un sustrato, dicha adhesion se encuentra mediada por los receptores de integrina
MAC-1 [37]. La union de los neutrofilos a su sustrato promueve el ensamblaje del
complejo NADPH oxidasa, el cual se ha determinado que es esencial para la

formacion de los NETs. Este complejo se ensambla en la membrana fagosomal de la
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célula y reduce el oxigeno molecular en anion superéxido mediante la transferencia
de electrones desde NADPH. La enzima superoxido dismutasa (SOD) transforma el
anion superoxido en perdxido de hidrogeno (H20»), el cual actia en turno como
sustrato para una de las enzimas mas abundantes en los granulos del neutréfilo: MPO.
La MPO reacciona con el peroxido de hidrogeno (H20) para generar acido

hipoaloso, como el acido hipocloroso [22].

Durante la siguiente hora, el nucleo pierde su forma lobulada, la cromatina se
descondensa por accion de las enzimas HNE y MPO, las cuales normalmente se
encuentran almacenadas en granulos primarios, sin embargo, una vez que se inicia la
formaciéon de NETs estos migran hacia el nticleo en donde ejercen su funcion
proteolitica sobre las histonas [38, 39]. La descondensacion de la cromatina se
acrecienta debido a las modificaciones adicionales sobre las histonas, asi se ha
encontrado que la histona H3 sufre una modificacion (citrulinacion) que convierte
residuos de arginina en citrulina, siendo esta reaccion catalizada por la enzima
peptidil arginina deaminasa 4 (PAD4), la cual se localiza en el nucleo del neutrofilo
[40, 41]. Subsecuentemente, la membrana nuclear interna y externa progresivamente
se separan una de la otra y simultdneamente los granulos se disocian [38].
Posteriormente, la envoltura nuclear se desintegra por completo en vesiculas y el
nucleoplasma y citoplasma se mezclan entre si formando una masa homogénea.
Finalmente, las células parecen contraerse hasta que ocurre la ruptura de la membrana
celular y el interior de la célula es expulsado en el espacio extracelular, liberando los

NETs [22, 38].
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1.4.2 Estructura y morfologia de los NETs

La estructura de los NETs es inusual; ya que estan compuestos de filamentos
lisos con un diametro de aproximadamente 17 nm, compuestos de nucleosomas
apilados y probablemente modificados. Su columna vertebral estd formada por
dominios globulares con un didmetro de aproximadamente 50 nm constituidos por

proteinas granulares [34, 42].

Como se menciond anteriormente, durante la formacion de los NETs, hay
cambios en el tamafo nuclear y en la forma del neutréfilo [38]. Al observar
detalladamente la morfologia nuclear, Hakkim et al. definieron cuatro morfologias:
(1) nacleo lobulado, (2) nucleo delobulado, (3) NET difuso y (4) NET disperso
(Figura 1). Se observd que los neutrofilos activados por 240 minutos tenian una
mayor area nuclear, con un rango entre 150 y 350 um?. En contraste, el niicleo de
células activadas por 15 minutos tenia un 4rea menor a 104 pm?. Estos datos muestran
que la expansion de la cromatina puede ser cuantificada. También analizaron la
morfologia nuclear trazando el perimetro versus el factor de circularidad de
Heywood, el cual describe la forma. Usando todos estos criterios, es posible
cuantificar el nimero de células con cada una de las cuatro morfologias nucleares.
Este método permite la evaluacidon automatica de cambios en la morfologia nuclear

y es adecuado para determinar el efecto inhibidor de la formacion de NETs [36].
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(1} Lobulated (2} Delobulated {3} Diffused NET (4) Spread NET

Figura 1. Morfologia nuclear del neutrofilo. Se muestran imagenes de la tincion del ADN
de células elegidas al azar. Estas imagenes muestran que un software especializado
selecciona rigurosamente nucleos con una morfologia distinta. Este método permite la

evaluacion automatica de los cambios en la morfologia nuclear [36].

1.4.3 Funcion de los NET's

La funcion principal de los neutrofilos es eliminar microorganismos. Es
probable que los NETs evolucionaron para frenar las infecciones por su facultad para
“atrapar”, prevenir la diseminacion, inactivar factores de virulencia y exterminar
microorganismos [22]. Los NETs son capaces de atrapar casi todos los tipos de
patogenos, incluso aquellos que por su tamafio no es posible que sean fagocitados,
por lo anterior, su funciéon ha sido demostrada en respuesta a infecciones provocadas
por bacterias gram-positivas y gram-negativas, levaduras, virus y parasitos

protozoarios [43].
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La captura dentro de las fibras de ADN evita la propagacion de
microorganismos sobre el cuerpo y facilita una mayor concentracién de factores
antimicrobianos en el sitio de la infeccion [34]. La captura se produce a través de
interacciones de carga entre la superficie celular del patégeno y componentes de los
NETs. Sus funciones antimicrobianas estdn representadas por las proteinas
procedentes tanto de los granulos y el citoplasma, principalmente por HNE, histona
y MPO, sin embargo, también se ha encontrado que contienen CG, PR3, lactoferrina,
calprotectina y péptidos antimicrobianos como defensinas o el péptido cationico

derivado de la proteina antimicrobiana LL37 [42].

1.5 Los NETs en la fibrosis quistica

Ademas de la funcion antimicrobiana de los NETSs, su eliminacion inefectiva
0 una excesiva formacion puede causar efectos patologicos. La formacion de los
NETs se ha observado durante enfermedades inflamatorias cronicas (ateroesclerosis),
enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico (LES), en diversas

formas de vasculitis, trombosis, asi como en enfermedades pulmonares (FQ) [44].

Se ha encontrado que los NETs estan presentes en el esputo de pacientes con
FQ y que la abundancia de los mismos contribuye a una incrementada viscosidad de
las mucosidades en esta enfermedad, y ademas se asocia a la colonizacion de los

pulmones con bacterias. Los NETs pueden contribuir a la patologia de la enfermedad
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induciendo dafio al tejido, a través de la accion de sus granulos liticos sobre el tejido

pulmonar [45].

Las principales bacterias que colonizan los pulmones de estos pacientes son
Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae, pero el patdgeno mas comin que
afecta las vias respiratorias de pacientes con FQ y que también induce los NETs es

Pseudomonas aeruginosa [45].

1.6 Caracteristicas generales de P. aeruginosa

El género Pseudomonas estaba constituido inicialmente por una gran
coleccion heterogénea de bacterias sin capacidad de fermentacién que se agruparon
por sus parecidos morfoldégicos donde se incluyen casi 200 especies, siendo P.
aeruginosa la mas importante. Se denominaron pseudomonas porque se suelen

disponer en parejas de células que recuerdan a una célula tinica [46].

La especie P. aeruginosa incluye bacilos gram-negativos rectos o ligeramente
curveados en general moéviles (0,5-1,0 por 1,5-5,0 um), que se disponen tipicamente
en parejas. P. aeruginosa crece rapidamente y forma colonias planas con bordes que
se van extendiendo, PB-hemolisis, y una coloracion verde relacionada con la
produccion de pigmentos azul y amarillo verdoso. Estas bacterias emplean los
carbohidratos mediante la respiracion aerobia de forma que el oxigeno es el aceptor
terminal de los electrones. Aunque se describen como aerobios obligados, pueden

crecer de forma anaerobia utilizando nitratos o arginina como aceptor alternativo para
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los electrones. Algunas cepas aparecen mucoides por la abundancia de una capsula

de polisacaridos; estas cepas resultan especialmente frecuentes en los pacientes con

FQ [46].

Esta bacteria es capaz de utilizar una enorme variedad de compuestos
organicos como sustrato para crecer, capacidad que le permite colonizar nichos en
los que son escasos los nutrimentos que otros organismos pueden asimilar. Se ha
reportado el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes tan inhdspitos como son el

combustible de avion, soluciones de clorhexidina y el jabon [47].

P. aeruginosa representa un problema importante de salud en centros
hospitalarios, especialmente cuando se trata de pacientes con cancer [48] o quemados
[49]. Por desgracia, se encuentran en todo el ambiente hospitalario, en reservorios
hiamedos como los alimentos, los lavabos, los bafios, las mopas para fregar suelos,
los equipos de dilisis y terapia respiratoria e incluso en las soluciones desinfectantes.
Es raro que las personas sean portadoras dentro de la flora microbiana normal, salvo

en los pacientes hospitalizados y en individuos inmunodeprimidos [46].

Estos microorganismos tienen también muchos factores estructurales, toxinas
y enzimas que potencian su virulencia y los hacen resistentes a la mayor parte de los
antibidticos de uso habitual. Por suerte, las infecciones por P. aeruginosa son

fundamentalmente oportunistas [46].
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1.6.1 Pigmentos difusibles en la induccion de los NETs

P. aeruginosa produce pigmentos difusibles (p. €j., piocianina, pioverdina y
piorrubina) que explican su aspecto caracteristico en cultivo y ademas han sido

descritos como factores de virulencia [46].

En un estudio en el que se buscd determinar si P. aeruginosa era capaz de
inducir la formacion de NETs, asi como las moléculas bacterianas implicadas en el
proceso, describieron que la piocianina induce la formacion de NETs en neutréfilos
adherentes. En este estudio examinaron in vitro la produccion de piocianina a partir
de 40 aislamientos clinicos de P. aeruginosa provenientes de pacientes con FQ, esto
en etapas tempranas y avanzadas de la enfermedad, asi como en enfermedad leve o
grave. Se detectd6 un amplio rango de capacidades de produccion de piocianina de
esos aislamientos y que no habia una tendencia en la produccion de la piocianina

entre los diferentes pacientes [50].

Enseguida examinaron si la piocianina purificada era capaz de inducir los
NETs. Para lo cual emplearon un rango de concentraciones de la molécula desde 0 a
30 uM en diferentes periodos de tiempo, observando que la piocianina induce la
formacion de NETs de una manera dependiente tanto del tiempo como de la
concentracion. Para corroborar que la piocianina contribuye en la formacion de los
NETs, disefiaron una mutante deficiente en piocianina, la cual demostré una
disminucion en la induccion de los NETs comparada con una cepa silvestre (wild
type, en inglés) que produce piocianina. Sin embargo, la cepa silvestre induce el 10%

de NETs mientras que la cepa mutante no los induce de manera significativa (4%); e
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incluso hay un efecto limitado de la piocianina en la induccion de los NETs. Lo cual

sugiere la participacion de otras moléculas como inductores de NETs [50].

1.6.2 Exoenzimas en la induccion de los NETs

Algunas moléculas asociadas a la virulencia de P. aeruginosa [51] y que
podrian estar relacionadas con la induccion de NETs, son las exoenzimas S y T que
presentan actividad de proteina activadora de GTPasa, asi como actividad de ADP
ribosil transferasa [52, 53]. Otra molécula es la exoenzima U o PepA que es una

citotoxina con actividad de fosfolipasa A2 [54, 55].

Existen reportes que muestran que P. aeruginosa promueve la enfermedad a
través del sistema de secrecion tipo III para inyectar proteinas efectoras toxicas al
citoplasma de células eucaridticas, siendo las exoenzimas U, S y T, las tres proteinas
efectoras descritas hasta la fecha [56]. Se demostrd que ExoU tiene mayores efectos
que ExoS y ExoT sobre la virulencia en la neumonia aguda; ademas esta asociada
con diferentes efectos en el pulmén, permitiendo la persistencia y la diseminacion de

la bacteria, lo cual se relaciona con su actividad de fosfolipasa [51, 56].

En la tesis de Maestria de la M.C. Lizbeth Campos, se estudi6 los mecanismos
involucrados en la induccion de NETs por 4 especies de Candida de relevancia
clinica, a través de un analisis del perfil de produccién de sus fosfolipasas y su
interaccion con los neutrofilos en la induccion de NETs. Se encontréo que las

fosfolipasas presentes en C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis estdn implicadas
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en la induccion de los NETs, mientras que C. glabrata no induce la formacion de
NETs, sugiriendo que otros factores de virulencia y de inhibicidon de este mecanismo

podrian influir en dicha respuesta [57].

En la literatura se ha descrito que la fosfolipasa A2 (PLA2) hidroliza los
fosfolipidos de la membrana dando origen al acido araquidonico y este a su vez a la
sintesis de eicosanoides que se ven involucrados en procesos proinflamatorios como
las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos. Asi mismo se ha documentado que
a través de esta via se activa directamente la PKC, la cual a través de reaccion de
fosforilacion da lugar a la activacion de la enzima NADPH oxidasa para la
produccion de ROS, siendo una posible via para la induccion de NETs como se

muestra en la figura 2 [36, 58, 59].
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Figura 2. Mecanismo propuesto para la formacion de NETs a través de las fosfolipasas.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Actualmente, existe poca informacion acerca de los factores de virulencia de
Pseudomonas aeruginosa que promueven la formacion de trampas extracelulares de
neutrofilos (NETs), por lo que un andlisis de virulencia bacteriana podria ayudar a

encontrar las particulas responsables de su induccion.

La identificacion precisa de dichas moléculas responsables en la induccion de

los NETs podria permitir el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos contra estas.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS

Los aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa provenientes de
pacientes con fibrosis quistica y/o sus productos secretados, entre los que se
encuentran las exoenzimas, promueven la activacion de vias de sefialamiento para la

formacion de trampas extracelulares de neutréfilos.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la capacidad de diferentes moléculas importantes en la virulencia
de Pseudomonas aeruginosa, como piocianina, pioverdina y las exoenzimas en la

induccion de trampas extracelulares de neutrofilos.

4.2 Objetivos especificos

1. Estudiar las cepas de Pseudomonas aeruginosa provenientes de aislamientos
clinicos de pacientes con fibrosis quistica, separando las cepas de acuerdo a su
produccion y secrecion de pigmentos al medio de cultivo, y estudiar su

capacidad para inducir NETs.

2. Analizar la capacidad de cepas mutantes de Pseudomonas aeruginosa para

inducir NETs mediante moléculas implicadas en su virulencia.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1 Estrategia general

Para llevar a cabo el presente trabajo, se establecio la siguiente estrategia
experimental. A partir de una coleccion de 120 aislamientos clinicos de expectoracion
y exudado faringeo provenientes de pacientes con FQ, se realiz6 la identificacion
fenotipica de la bacteria P. aeruginosa por los métodos convencionales reportados en
la literatura: se efectu6 una seleccion mediante previa reactivacion en medio liquido
Luria Bertani (LB) para la produccion de pigmentos al medio de cultivo. Enseguida
se llevo a cabo el crecimiento en agar Mac Conkey e identificacion microscopica por
tincion de Gram, asi como la prueba de oxidasa y la produccion de hemolisinas.
También se obtuvieron cepas mutantes de P. aeruginosa que cuentan con diferentes
caracteristicas que las hacen de interés para este estudio, y fueron reactivadas
empleando el mismo procedimiento que para los aislados clinicos. Por ultimo, se
realizé la induccion de NETs por las cepas de P. aeruginosa seleccionadas y las cepas
mutantes, asi como sus productos secretados al medio de cultivo; y se determin¢ la
cantidad de ADN extracelular empleando la técnica de fluorescencia y la
cuantificacion de la expansion nuclear del neutréfilo utilizando microscopia de

fluorescencia.
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5.2 Identificacion fenotipica de Pseudomonas aeruginosa

Para la realizacion de este trabajo, se analiz6 una coleccion de 120
aislamientos clinicos de expectoracion y exudado faringeo provenientes de pacientes
con FQ. Las cepas fueron recolectadas del afio 2013 a 2015 en el Laboratorio de
Bacteriologia del Centro Regional de Control de Enfermedades Infecciosas (CRCEI),
adscrito al Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. Con el fin de identificar y seleccionar la

especie P. aeruginosa se realizaron las siguientes pruebas de manera simultdnea:

5.2.1 Reactivacion de las cepas de Pseudomonas aeruginosa

Comenzando con los 120 aislamientos clinicos de P. aeruginosa previamente
almacenados a -20° C, se realizo la reactivacion de los mismos; para lo cual, los
crioviales con las cepas fueron descongeladas empleando un bano de hielo y asi evitar
los cambios bruscos de temperatura. De cada criovial descongelado se tomaron 100
uL que fueron colocados en tubos con medio liquido LB, y los mismos fueron
incubados a 37° C y 200 g durante 24 hrs (Labnet International. Inc., Modelo 222 DS

Edison, NJ).

Después del periodo de incubacion se llevo a cabo un registro de los tubos
con crecimiento bacteriano, incluyendo la presencia o ausencia de pigmento en el

medio de cultivo.

24



Enseguida, cada uno de los aislamientos clinicos de P. aeruginosa fueron
sembrados en cajas Petri con Agar Mac Conkey (BD Bioxon), y se llevo a cabo la
incubacion a 37° C durante 24 hrs (Thermo Fisher Scientific, Inc. Modelo 815,
Waltham, MA). Después de usarse, las placas con crecimiento bacteriano fueron

almacenadas hasta su siguiente uso.

5.2.2 Tincion de Gram

Se prepararon las muestras, colocando una gota de agua destilada sobre un
portaobjetos limpio, mientras que, con el asa de siembra previamente esterilizada se
tomo una colonia de bacterias. Con el asa se extendid la gota con las bacterias sobre
el portaobjetos y se fijo la extension por calor, calentando suavemente a la llama del

mechero hasta que la muestra se seco.

Se aplico a la muestra cinco gotas del colorante cristal violeta para cubrir la
superficie del extendido durante un minuto, y enseguida se lavd con agua destilada
para eliminar el exceso de colorante, tifiéndose las células de color morado.
Enseguida se aplicaron cinco gotas de lugol sobre el extendido por un minuto; el lugol
es un mordente, ya que reacciona con el colorante cristal violeta para formar un
complejo cristal violeta-yoduro, y las células continuaron de color morado. A
continuacidn, la muestra se lavd con alcohol-acetona para eliminar el complejo cristal
violeta-yoduro de las bacterias Gram negativas. De esta manera las bacterias Gram

positivas continuaron moradas y las bacterias Gram negativas quedaron incoloras.
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Por ultimo, se realizé una tincién de contraste colocando cinco gotas del colorante
safranina sobre el extendido durante un minuto, enseguida se lavd la muestra con
agua corriente y se dejo secar (BD, Gram stain kit. Franklin Lakes, NJ). Las bacterias
Gram negativas, que se decoloraron, se tifieron de un color rosado o fucsia, en tanto
que las bacterias Gram positivas no se afectaron con la contratincion y permanecieron
moradas. Una vez que la preparacion estuvo totalmente seca, se coloco una gota de
aceite de inmersion y se observé al microscopio con el objetivo de 100x (Zeiss Primo

Star, Germany).

5.2.3 Prueba de oxidasa

Partiendo de un cultivo fresco de 24 hrs de P. aeruginosa, se tomo una colonia
que fue dispersada con el asa bacteriolégica sobre un trozo de papel filtro que
contenia tres gotas del reactivo oxidasa (p-tetrametilfenilendiamina al 1%). Después
de 30 segundos se aprecid el desarrollo de un color azul oscuro en el sitio de

inoculacion, siendo este resultado positivo.
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5.2.4 Produccion de hemolisinas

A partir de agar Mac Conkey (BD Bioxon), se tomd el cultivo de P.
aeruginosa con el asa bacterioldgica, el cual fue sembrado en agar sangre por dilucion
(3 zonas) y se incubo durante 24 hrs a una temperatura de 37°C (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Modelo 815. Waltham, MA). Después del periodo de incubacion, se
observaron halos incoloros alrededor de las colonias de P. aeruginosa, representando
una hemolisis total de los eritrocitos, por lo que el resultado se interpretdé como

hemolisis f.

5.3 Cepas mutantes de P. aeruginosa

Para la realizacion de este trabajo, se contd con las cepas mutantes por
insercion de transposon de P. aeruginosa, las cuales fueron obtenidas a través de la

Universidad de Washington, EE. UU., y se muestran en el Apéndice B.

5.4 Preparacion de las diluciones de P. aeruginosa

Para determinar la induccién de NETs por los aislamientos clinicos y las cepas
mutantes de P. aeruginosa, las cepas se reactivaron en medio liquido LB y fueron
ajustadas a 1 OD (densidad 6ptica) a A600 nm (equivalente a 1x107 bacterias/mL) en
el lector de microplacas (Bio-Rad. Hércules, CA) de la siguiente manera: Los tubos

con crecimiento bacteriano fueron centrifugados a 1500 g durante 15 minutos
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(Becton Dickinson. Modelo 420101) para separar el sobrenadante y el pellet de la
bacteria. Enseguida se recolect6 el sobrenadante con ayuda de una jeringa estéril, a
la cual se le retiro la aguja para colocar un filtro de 0.20 pm (Corning, Modelo
431219. Tewksbury, MA), y el sobrenadante filtrado fue recolectado en un tubo

Eppendorfde 1.5 mL.

El sobrenadante restante fue decantado, mientras que el pellet se resuspendid
en 1 mL de medio RPMI (Life Technologies, Mainway Drive Burlington, ONT) y el
tubo se llevo a agitacion en vortex durante 10 segundos. A continuacion, utilizando
una microplaca de 96 pocillos, fueron colocados 100 pL de medio RPMI como
blanco, mientras que en otro pocillo se colocaron 90 pLL de RPMI con 10 pL del pellet
resuspendido (ambos tratamientos por duplicado); y se realizo la lectura

correspondiente a A600 nm en el lector de microplacas (Bio-Rad, Hércules, CA).

Con las lecturas obtenidas se procedio a realizar los célculos para ajustar la
cantidad de bacterias a 1 OD: se obtuvo el promedio de las dos lecturas para una
misma cepa y el resultado fue multiplicado por 10 (factor de dilucion), consiguiendo

como resultado el valor de OD contenido en 1 mL.

Ejemplo: 0.151 +0.153 =0.152
2
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Enseguida se hace una relacion matematica entre el valor de OD contenido en 1 mL

para obtener la cantidad de volumen que equivale a 1 OD.

Ejemplo: 0.152x0=1.52 OD en 1 mL

X =0.658 mL

La cantidad de volumen previamente determinada, se lleva a un volumen final
de 1 mL con medio RPMI en un tubo Eppendorf, siendo esta la dilucion equivalente
a 100 (1x107 bacterias/mL). Para una dilucién de 10 (1x10° bacterias/mL), se
colocaron en un tubo Eppendorf, 100 uL de la solucidon anterior afiadiendo 900 pL
de RPMI; para una dilucion de 1 (1x10° bacterias/mL), se coloco de igual forma en
un tubo Eppendorf, 100 puL de la solucion anterior adicionando 900 uL de RPMI; y
para la dilucion de 0.1 (1x10* bacterias/mL), se colocaron en un tubo Eppendorf, 100
uL de la solucion anterior agregando 900 uL de RPMI. Este procedimiento fue

realizado para cada una de las cepas de trabajo empleadas en la induccion de NETs.

29



5.5 Induccion de NETs por la especie Pseudomonas aeruginosa 'y sus productos

secretados al medio de cultivo

Para llevar a cabo la siguiente prueba, los aislamientos clinicos seleccionados
y las cepas mutantes de P. aeruginosa fueron previamente reactivadas en medio
liquido LB durante 24 hrs a 37° C y con agitacion constante de 200 g. La metodologia

para la obtencion de los neutréfilos e induccion de NETs se describe a continuacion.

5.5.1 Obtencion y purificacion de neutrofilos

Se realizaron extracciones de sangre periférica de individuos sanos en tubos
con EDTA (BD vacutainer, Franklin Lakes, NJ) y las muestras fueron colocadas (7
mL) en tubos conicos de polipropileno de 14 mL sobre la cantidad equivalente de
Histopaque 119 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los tubos fueron centrifugados a
800 rcf durante 20 minutos, con freno minimo (valor de 3) para separar los

componentes de la sangre (VWR International, Symphony 4417R. Radnor, PA).

Las fases correspondientes al suero, monocitos y linfocitos (capa celular
superior) se desecharon y se recolectd la capa inferior, correspondiente a los PMN
utilizando una pipeta Pasteur, evitando recolectar la fase roja (eritrocitos). Los PMN
que se recolectaron fueron lavados con PBS 1x hasta el volumen méximo del tubo
(14 mL) y se llevo a cabo una centrifugacion a 300 g por 10 minutos. Los PMN,
enseguida fueron separados de los eritrocitos remanentes mediante un gradiente de

Percoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), el cual se prepard a partir de una solucion al
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100% (9 partes de Percoll mas 1 parte de PBS 10x). Se prepararon 5 porcentajes
adicionales en 5 tubos de 14 mL: de la solucion de Percoll al 100% se tomaron los
siguientes volimenes para las distintas fases, 3.25 mL (65%), 3.5 mL (70%), 3.75
mL (75%), 4.0 mL (80%) y 4.25 mL (85%) de esta solucion y se llevo a un volumen
total de 5 mL con PBS 1x en cada tubo. A continuacion, en otro tubo, se colocod
cuidadosamente 1 mL de cada gradiente de Percoll previamente preparado,
empezando desde el mas concentrado (85%) al menos concentrado (65%).
Adicionalmente, se resuspendio el pellet de células PMN en 2 mL de PBS 1x, y se
transfirieron a la parte superior del tubo con los diferentes gradientes de Percoll. Los
tubos fueron centrifugados durante 20 minutos a 800 g (sin freno). Posteriormente se
colecto en otro tubo de 14 mL, la interfase entre las capas del 70% y 75% del
gradiente de Percoll; y se lavé de nuevo con PBS 1x, mediante centrifugacion a 300
g durante 10 minutos. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 2 mL de medio

RPMI (Life Technologies, Mainway Drive Burlingont, ONT).

Los neutréfilos se cuantificaron mediante su conteo directo en camara de
Neubauer (Propper, NY. Modelo 11101) y se determind la viabilidad de las células

mediante la tincion con el colorante Azul Tripano.
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5.5.2 Induccion de NETs

Los neutréfilos (1x10°/mL) fueron sembrados en medio RPMI en una placa
de 24 pozos y se dejaron adherir durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionaron los tratamientos: 50 pL de cultivos de P. aeruginosa
(MOI 1:100, 1:10, 1:1 y 1:0.1), 3 uL de sobrenadante del cultivo liquido para inducir
la formacion de los NETs. Se incluyd como control negativo a neutrofilos sin
estimular y a neutréfilos estimulados con 3 pL de LB, y como control positivo a

neutréfilos estimulados con 40 nM de PMA (Sigma, Saint Louis, MO).

Los neutrofilos fueron incubados a 37° C durante 3 hrs (Termo Fisher
Cientifica, Inc. Modelo 815) y posteriormente se le afiadi6 a cada pozo, 10 pL del
colorante Sytox® Green (Molecular probes, Life Techonologies, Eugene, OR) y se
incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad por 15 minutos. En algunos casos

los tratamientos fueron previamente fijados con Paraformaldehido al 4%.

5.5.3 Cuantificacion del ADN extracelular por fluorometria

Una vez realizada la induccion de NETs, se obtuvo la lectura correspondiente
a la intensidad de fluorescencia empleando el fluorémetro (Thermo Scientific, Inc.,
Modelo 5210450. Waltham, MA) con los filtros de AEx a 485 nm y AEm a 538 nm.
Se hizo una incubacién breve de las células con el fluoréforo Sytox® Green, que

tienen una AEx a 504 nm y una AEm a 523 nm, lo que resulté en una fluorescencia
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verde brillante. Los resultados obtenidos fueron seleccionados, copiados y pegados

en una hoja de Excel (Microsoft Office 2016 para PC) para ser analizados.

5.5.4 Cuantificacion de la expansion nuclear del neutroéfilo

Utilizando un microscopio de fluorescencia, se capturaron imagenes de
fluorescencia y su correspondiente campo claro o contraste de fases con el filtro FITC

(Ex=480 y Em=535) usando el objetivo de 20x (Zeiss Axioplan, West Germany).

La cuantificacion de la expansion nuclear fue realizada de la siguiente
manera: las imagenes obtenidas fueron procesadas en el programa Image J (Version
1.47) de la siguiente manera: por medio de la imagen de contraste de fases, se hizo
un conteo de la cantidad de células totales por campo, utilizando el contador de
células “Plugins” del programa mediante los siguientes comandos: Plugins —
Analyze — Cell counter — Initialize — Select the desired type — Count. El nimero
total de células fue registrado en una hoja de Excel (Microsoft Office 2016 para PC).
Después se trabajo con la imagen de fluorescencia por el colorante Sytox® Green
(transformandola en una imagen a blanco y negro de 8-bit en este programa
(Comandos: Image— Type—8-bit). Se ajustod la luz y contraste de la imagen para
hacer claramente discernibles las células completas del ruido del fondo, haciendo clic
para aplicarlo (Comandos: Image— Adjust — Brightness/Contrast — Apply).
Posteriormente, se ajustd el umbral de la imagen (en la tabulacion de la imagen se

selecciond “Adjust” y después “Threshold” y en las opciones se selecciond “Default”,
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fondo blanco y negro). Se movié la pestana deslizante superior hasta que el color
negro cubri6 por completo a las células, evitando la aparicion de ruido en la imagen
(Comandos: Image — Adjust — Threshold (select Default, Black and White y Dark
background) — Apply). Luego, usando las herramientas de dibujo, se eliminaron las
células del borde de la imagen, y manualmente se separaron las células,
seleccionando la herramienta de lapiz o “Pencil tool”. Se analizaron las imagenes
para obtener el area del pixel correspondiente de cada célula, para esto se seleccion6d
en la tabulacion “Analyze”, “Analyze particle” y se establecio los valores de tamafio
100-Infinito, mostrando los contornos y comprobando los resultados de la pantalla,
haciendo clic en aceptar (Comandos: Analyze — Analyze Particle <set Size: 100-

Infinity, Show: Outlines and check Display results > — OK).

Posteriormente si se dividieron adecuadamente las células, el programa debe
ser capaz de contar las células individuales (indicandose con un nimero rojo dentro
de cada célula). Una vez realizado esto, se copiaron los datos del nimero de evento
y area que se muestran en la ventana de resultados y se pegaron en el documento de
Excel en una nueva columna Ilamada Imagen J resultados. Luego, en la misma hoja
de Excel, se cre6 una columna llamada BINS, el cual es un rango de los nimeros en
incremento que cubren desde el valor minimo al maximo obtenido por el area de
todos los tratamientos. En la siguiente celda se calcul6 la frecuencia de cada dato en
el tratamiento, insertando la funcidon “Frecuencia” y se introdujo el rango de datos
para el area del tratamiento de la matriz de datos y el rango de los datos para los
contenedores de la matriz de BINS, haciendo clic en aceptar. La funcion sélo

devolvera el primer valor; a partir de esta, se debe extender la seleccion para toda la
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gama de valores de Bins. Después se hizo clic sobre la formula y se introdujo el

comando <Ctrl> + <Shift> + <Enter>.

Los datos fueron convertidos al porcentaje de células positivas al colorante
Sytox® Green dividiendo los valores de frecuencia por la cantidad total de células
determinadas de la imagen de contraste de fase, y se trazo el porcentaje de células
Sytox® Green-positivas dentro del rango del drea ADN en um? (dividir los valores de
la matriz de Bins por el diametro estimado en una etapa no estimulada de los
neutréfilos humanos). En general se puede considerar una célula NETo6tica a la que
presenta nucleos descondensados y supera la superficie media normal de neutrofilos
no estimulados (80 pm?), suponiendo una forma circular y el uso de la formula del

circulo 7 x 1.

5.6 Cuantificacion de proteinas del sobrenadante de los aislamientos clinicos de

P. aeruginosa por el método de Bradford

Para determinar la cantidad de proteinas en el sobrenadante de los
aislamientos clinicos A5, A6, A9 y A10 de P. aeruginosa, primero las cepas se
incubaron en medio liquido LB a 37° C y con agitacion constante de 200 g durante
24 hrs (Labnet International. Inc., Modelo 222 DS Edison, NJ). Después del periodo
de incubacion, los tubos con crecimiento bacteriano fueron centrifugados a 1500 g
durante 15 minutos (Becton Dickinson. Modelo 420101) para separar el sobrenadante

y el pellet de la bacteria. Enseguida se recolectd el sobrenadante con ayuda de una
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jeringa estéril, a la cual se le retiro la aguja para colocar un filtro de 0.20 um (Corning,
Modelo 431219. Tewksbury, MA), y el sobrenadante filtrado fue recolectado en un

tubo Eppendorf de 1.5 mL.

Enseguida se procedi6 a cuantificar la cantidad de proteinas del sobrenadante
filtrado para cada cepa utilizada empleando el protocolo de Bradford de la siguiente
manera: antes de realizar el procedimiento, el reactivo de Bradford fue atemperado y
mezclado; para un volumen final del 300 pL, se afiadieron 298 pL del reactivo de
Bradford a tubos Eppendorf para los estandares y muestras, incluyendo el blanco;
posteriormente se agregaron 2 puL. de cada estandar (0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5y
2.0 mg/mL), y de las muestras a los tubos correspondientes. Se llevo a agitacion en
vortex cada solucion preparada y se colocaron 200 pL de cada una en los pozos de
una placa de 96 pozos. Enseguida se llevo a cabo la lectura de absorbancia a 595 nm
en el lector de micoplacas (Bio-Rad. Hércules, CA); y una vez obtenida la lectura, se
resto el resultado obtenido del blanco, tanto a los estandares como a las muestras, y
se realizé una curva de regresion lineal para estimar la concentracion de proteinas de

cada una de las muestras.
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5.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Primero se ensambl6 el aparato para gel, asegurando que el sandwich de
placas de vidrio y los espaciadores estuvieran bien sellados. Se prepar6 la solucion
para el gel separador al 12% con: 3.0 mL 30% acrilamida/0.8% bisacrilamida; 2.65
mL de agua miliQ; 1.85 mL de buffer 4x Tris CI/SDS pH 8.8; 100 uL de persulfato
de amonio al 10% y 12 pL de TEMED. La solucion del gel separador se agit6 en
vortex y se carg6 el aparato con 4.5 mL de manera rdpida. En la parte superior se
coloco =1 ml de isopropanol para aislar la polimerizacion del oxigeno. Después, se
vertid el isopropanol, se enjuago con agua destilada dos veces y se removieron los
restos de agua desde el interior del aparato con una toalla de papel. Enseguida se
prepard la solucion para el gel concentrador al 5% con: 1.95 ml de agua miliQ; 850
pL de buffer 4x Tris ClI/ SDS pH 6.8; 590 nL de 30% acrilamida/0.8% bisacrilamida,
52 pL de persulfato de amonio al 10% y 8 uL de TEMED. La solucion del gel
concentrador se agito en vortex, se cargd el aparato y se insertd el peine, permitiendo
la completa polimerizacion del gel concentrador (= 45 minutos) antes de remover el

peine.

A continuacion, las muestras de proteinas fueron diluidas en una relacion 1:1
con buffer 2x SDS, y se calentaron a 100° C y en agitacion constante durante 5
minutos, después de este periodo, las muestras se colocaron en un bafio de hielo. Una
vez polimerizado el gel concentrador, se removid el vidrio y el gel sandwich del
aparato, y el saindwich se engancho6 al aparato de electroforesis. Cuidadosamente se

removié el peine de gel y la parte superior del aparato se llend con buffer de
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electroforesis 1x SDS. El marcador de peso molecular y las muestras fueron cargadas
con cuidado en el fondo de los pocillos utilizando una pipeta de punta plana. La parte
inferior del aparato se llend con buffer de electroforesis 1x SDS y el aparato se
concento a la fuente de alimentacion. El gel se corri6 a un voltaje de 80 V hasta que
el colorante entro en el gel de separacion, luego se aument6 la corriente a 100 V.
Cuando el colorante llego a la parte inferior del gel separador, se apagd la fuente de
alimentacion, se removiod el gel saindwich y se abrieron los geles usando un espaciador
para hacer palanca y separarlos. Suavemente se cortd el gel concentrador, y el gel
separador se coloco en un recipiente de plastico para teiir el gel durante 2 hrs y

después fue desteniido durante 12 hrs.

5.8 Analisis estadisticos

Para agrupar los aislamientos clinicos de P. aeruginosa de acuerdo al tipo de
induccion de NETs que presento tanto la bacteria como sus productos secretados, se
realizd un analisis de percentiles. También se llevo a cabo un analisis de varianza
(ANOVA) para determinar las diferencias significativas en la induccion de los NETs
por P. aeruginosa al emplear la técnica de fluorometria. Ambos andlisis se hicieron

utilizando el programa GraphPad Prism 6.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Identificacion fenotipica de P. aeruginosa

En la figura 3A se muestra una imagen representativa de la tincion de Gram
realizada a los 15 aislamientos clinicos de P. aeruginosa utilizadas para el presente
estudio. Al observar en el microscopio, se puede apreciar que las bacterias presentan
una coloraciéon roja o rosada, lo cual indica que son bacterias gramnegativas;
presentan una estructura en forma de bacilo recto o ligeramente curveado, con un
diametro de 0,5 a 1,0 um y una longitud que varia de 1,5 a 5,0 um. También se
observa que algunas bacterias se organizan en parejas. Simultaneamente a la tincion
de Gram se realizd la prueba de oxidasa, cuyos resultados se pueden observar en la
figura 3B, donde se muestra una imagen simbdlica de los aislamientos clinicos de P.
aeruginosa como oxidasa positiva, este resultado se distinguié por el desarrollo de
un color azul oscuro en el sitio de la inoculacién en un tiempo entre 10-20 segundos,

lo que indica que las bacterias poseen actividad de citocromo oxidasa.
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Figura 3. Tincion de Gram y prueba de oxidasa. (A) Imagen representativa de la
tincion de Gram realizada a los aislamientos clinicos de P. aeruginosa observada
a un aumento de 100x en el microscopio de campo claro, donde se aprecian las
bacterias como gramnegativas. (B) Resultado representativo para la prueba de
oxidasa, observandose la presencia de un color azul en el sitio de la inoculacion,

indicando un resultado positivo para la prueba.
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La figura 4A muestra una imagen representativa del crecimiento de los
aislamientos clinicos de P. aeruginosa en agar Mac Conkey durante 24 hrs a 37° C.
Después del periodo de incubacion las cepas mostraron buen crecimiento,
desarrollando colonias puntiformes, con borde ondulado, de elevacion plana, que
presentan una superficie rugosa con consistencia membranosa y una coloracion desde
incoloras a rosadas. En la figura 4B, se muestra de manera simbolica el crecimiento
de los aislamientos clinicos de P. aeruginosa en agar sangre durante 24 hrs a 37° C.
Se desarrollaron colonias puntiformes, con borde entero y elevacion convexa,
presentando una superficie lisa y de consistencia cremosa, asi como una coloracion
grisacea. También pudo apreciarse la produccion de hemolisis , como halos

incoloros alrededor de las colonias de P. aeruginosa.

La figura 5 representa la produccion de pigmentos en los aislamientos clinicos
de P. aeruginosa después de 24 hrs de incubacion a 37° C. En la figura 5A se observa
el crecimiento bacteriano sin produccion de pigmento; la figura 5B muestra
crecimiento bacteriano con produccion de pigmento en una tonalidad ligeramente
verdosa; mientras que en la figura 5C se presenta el crecimiento bacteriano, asi como
la produccion de pigmento en una coloracion verde intenso. La produccion de
pigmento al medio de cultivo por parte de los aislamientos clinicos de P. aeruginosa
fue variable a lo largo del estudio; no asi para las cepas mutantes, ya que estas siempre
secretaron pigmentos, a excepcion de la cepa de referencia PAO1 que nunca produjo

pigmentos.
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Figura 4. Crecimiento de P. aeruginosa en medios de cultivo. (A) En agar Mac
Conkey se desarrollan colonias puntiformes, con una coloracion desde incoloras
a rosadas y también se puede observar la produccion de pigmentos en el medio de
cultivo. (B) El crecimiento en agar sangre se presenta con colonias puntiformes

de una coloracion grisacea con la produccion de hemolisis f3.
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Figura 5. Produccion de pigmentos por los aislados clinicos de P. aeruginosa en
medio de cultivo liquido LB. Las imagenes muestran el medio de cultivo liquido
antes y después del periodo de incubacion. (A) Se observa el crecimiento
bacteriano sin produccion de pigmento; (B) asi como crecimiento bacteriano con
produccion de pigmento ligeramente verdoso; (C) por ultimo, se aprecia el

crecimiento bacteriano, asi como la produccion de pigmento verde intenso.
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6.2 Determinacion de la multiplicidad de infeccion para los ensayos de induccion

de NETs por P. aeruginosa

Los ensayos de induccion de NETs con el pellet bacteriano de P. aeruginosa
se realizaron con la finalidad de analizar la capacidad de las bacterias para inducir los
NETs; debido a esto, fue necesario establecer la multiplicidad de infeccion para usar
en los ensayos posteriores. Los resultados se presentan en la figura 6; y al evaluar las
distintas MOIs, se observd de manera interesante que la MOI mas baja de 1:0.1, la
cual equivale a 10 neutrofilos por cada bacteria, tiene una mayor capacidad para
inducir los NETs, a pesar de que el neutréfilo puede utilizar otros mecanismos de
defensa como fagocitosis o degranulacion para eliminar a las bacterias. Por lo que se
eligio esta MOI para el resto de los experimentos. También se realizaron ensayos
adicionando el sobrenadante filtrado de P. aeruginosa para evaluar la capacidad de
los productos secretados por la bacteria para inducir los NETs, observando que al
emplear el 3% del sobrenadante filtrado hay una mayor induccién de NETs, y estos
se presentan con una morfologia delobulada a diferencia del 30% del sobrenadante

donde la presencia de rayas es abundante, como se observa en la figura 7.
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Figura 6. Inducciéon de NETs por diferentes MOIs de P. aeruginosa. (A) Neutrofilos
estimulados con PMA 40 nM como control positivo. (B) Neutréfilos estimulados con
RPMI como control negativo. (C) Inducciéon de NETs a una MOI de 1:100 (imagen
superior izquierda); induccion de NETs a una MOI de 1:10 (imagen superior derecha);
induccion de NETs a una MOI de 1:1 (imagen inferior izquierda); e induccion de NETs a

una MOI de 1:0.1 (imagen inferior derecha).
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Figura 7. Induccion de NETs por diferentes concentraciones del sobrenadante
filtrado de P. aeruginosa. (A) Neutrofilos estimulados con PMA 40 nM como
control positivo. (B) Neutréfilos estimulados con medio liquido LB como control
negativo. (C) Induccion de NETs con 30% del sobrenadante filtrado (imagen

superior); e inducciéon de NETs con 3% del sobrenadante filtrado (imagen inferior).

46



6.3 Induccion de NETs por los aislamientos clinicos de P. aeruginosa

Se ha demostrado que P. aeruginosa induce a la formacion de NETs, sin embargo, a
la fecha se desconoce el mecanismo completo de dicha induccion, por lo que en este estudio se
analiz6 la induccion de NETs por aislamientos clinicos de P. aeruginosa y su relacion con la

secrecion de pigmentos al medio de cultivo.

En el Apéndice A se incluye la lista de aislamientos clinicos que fueron
utilizados para los ensayos de induccion de NETs; también contiene informacion
sobre la produccion de pigmentos de cada cepa al momento de realizar los
experimentos. Para una mejor visualizacion de los resultados, los aislamientos

clinicos han sido agrupados en cinco experimentos distintos.

6.3.1 Cuantificacion por expansion nuclear de los NETs inducidos por

aislamientos clinicos de P. aeruginosa

La figura 8 representa la cuantificacion de los NETs, ya que se realiza una
grafica donde el eje “X” representa el area del ADN en micrometros cuadrados (um?),
y el eje “Y” se refiere al porcentaje de todas las células positivas para el fluordforo
Sytox® Green. El area de un neutréfilo normal es de 80 um?, por lo que aun aumento
en el area nuclear del neutréfilo se vera reflejado como un desplazamiento en la
grafica hacia la derecha. También se ha reportado por Hakkim et al., que el neutréfilo
en NETosis atraviesa por cuatro etapas diferentes, a las cuales les asignamos distintos

valores con base en el 4rea del ADN. Dichas etapas son: lobulado (100 -159 um?),
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delobulado (160 -310 pm?), NET difuso (311 - 400 um?) y NET disperso (401 -600

pm?) [35].

40.0
35.0
30.0
25.0

200 PMA 40 nM

Sin tratamiento

10.0

Sytox +fCélulas totales (%)

5.0

0.0
0 100

;-.---------

200 T 500 500

Area ADN (pm?)

&

Figura 8. Grafica de expansion nuclear del neutrofilo en NETosis y las diferentes

morfologias que se presentan los NETs.

En todos los experimentos realizados para la induccion de NETSs se empleo la
dilucion 0.1 (1x10* bacterias/mL) para los aislamientos clinicos de P. aeruginosa.
Después de que se llevo a cabo la induccion de NETs utilizando los aislamientos
clinicos de P. aeruginosa, se, hizo una incubaciéon breve de las células con el
fluoréforo Sytox™ Green que tienen una AEx a 504 nm y una AEm a 523 nm, lo que
resultd en una fluorescencia verde brillante. Como control positivo se utilizaron
neutrofilos estimulados con PMA 40 nM, y como control negativo neutréfilos sin

estimular y neutréfilos estimulados con LB.
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En la figura 9 se presenta la induccion de NETs originada por los aislamientos
clinicos de P. aeruginosa del experimento 1. La figura 9C representa las imagenes
correspondientes a la poca induccion de NETs en etapa delobulada y de NET difuso
por el aislado clinico A1, entretanto que A2 indujo a la formacién de NETs en etapas
delobulada y de NET difuso. La figura 9D incluye el resultado obtenido de la
expansion nuclear en la etapa delobulada, donde se calculd que Al (8,3%) presento
una induccion de NETs comparable al control positivo (10%), mientras que A2

(18,3%) mostr6 una NETosis mayor al control positivo.

La figura 10 muestra la inducciéon de NETs promovida por el sobrenadante
filtrado de los aislamientos clinicos de P. aeruginosa del experimento 1. En la figura
10C se muestra la poca presencia de NETs principalmente en etapa delobulada y
algunas células como NET difuso inducidos por el aislado clinico Al; mientras que
A2 mostré escasa induccion de NETs en etapa delobulada. En la figura 10D se
demuestra el resultado de la expansion nuclear en la etapa delobulada, donde se
observa que Al (2,8%)y A2 (3,9%) tiene un porcentaje de induccion de NETs menor

al del control positivo (10%).
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Figura 9. Induccion de NETs por aislados clinicos de P. aeruginosa del experimento 1. (A) Neutrofilos estimulados con PMA 40
nM como control positivo. (B) Neutrofilos estimulados con RPMI como control negativo. (C) Induccion de NETs por Al (imagen

superior) y A2 (imagen inferior) empleando la MOI 1:0.1. Imdgenes de fluorescencia observadas con el objetivo 20x (D) Grafica

de la cuantificacion de la expansion nuclear del neutréfilo.
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Figura 10. Induccion de NETs por el sobrenadante de los aislados clinicos de P. aeruginosa del experimento 1. (A) Neutréfilos
estimulados con PMA 40 nM como control positivo. (B) Neutrofilos estimulados con el medio de cultivo liquido LB como control
negativo. (C) Induccion de NETs por el 3% del sobrenadante de Al (imagen superior) y A2 (imagen inferior). Imagenes de

fluorescencia observadas con el objetivo 20x. (D) Grafica de la cuantificacion de la expansion nuclear del neutrofilo.



La figura 11 muestra la induccion de NETs promovida por los aislamientos
clinicos de P. aeruginosa del experimento II. En la figura 11C se aprecian las
imagenes correspondientes a una induccion de NETs muy similar a la del control
positivo (11A) para los aislados clinicos A3 y A4, ademds se pueden observan los
NETs en la etapa lobulada y delobulada. La figura 11D incluye el resultado obtenido
de la expansion nuclear, donde se calculd que A3 y A4 tienen una induccion de NETs
con valores de 32,7% y 33,9% respectivamente, por lo que representan valores

mayores al del control positivo (29,4%).

En la figura 12 se presenta la induccion de NETs originada por el
sobrenadante filtrado de los aislamientos clinicos de P. aeruginosa del experimento
II. La figura 12C muestra la escasa presencia de NETs en etapa delobulada inducidos
por el sobrenadante del aislado clinico A3, mientras que A4 presenta una menor
induccion de NETs principalmente en etapa delobulada. En la figura 12D se presenta
el resultado de la expansion nuclear, arrojando porcentajes menores a los del control

positivo (29,4%), que son de 0.8% y 6,9% para A3 y A4 respectivamente.
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Figura 11. Induccion de NETs por aislados clinicos de P. aeruginosa del experimento II. (A) Neutrofilos estimulados con PMA
40 nM como control positivo. (B) Neutrofilos estimulados con RPMI como control negativo. (C) Induccion de NETs por A3
(imagen superior) y A4 (imagen inferior) empleando la MOI 1:0.1. Imédgenes de fluorescencia observadas con el objetivo 20x. (D)

Grafica de la cuantificacion de la expansion nuclear del neutrofilo.
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Figura 12. Induccién de NETs por el sobrenadante de los aislados clinicos de P. aeruginosa del experimento II. (A) Neutréfilos
estimulados con PMA 40 nM como control positivo. (B) Neutrofilos estimulados con el medio de cultivo liquido LB como control
negativo. (C) Induccion de NETs por el 3% del sobrenadante de A3 (imagen superior) y A4 (imagen inferior). Imagenes de

fluorescencia observadas con el objetivo 20x. (D) Grafica de la cuantificacion de la expansion nuclear del neutrofilo.



En la figura 13 se presenta la induccion de NETs originada por los
aislamientos clinicos de P. aeruginosa del experimento III. La figura 13C representa
las imagenes correspondientes a una induccion de NETs en etapa delobulada por el
aislado clinico A5, pero en menor cantidad al control positivo (13A); mientras que
A6 induce a la formacion de NETSs en etapas delobulada, NET difuso y NET disperso;
por otra parte, A7 y A8 presentaron NETs en etapa delobulada muy similar al control
positivo. La figura 13D incluye el resultado obtenido de la expansion nuclear en la
etapa delobulada, donde se calculd que los aislados clinicos A5 (13,8%) y A6 (10,7%)
presentaron una menor induccion de NETs en comparacion al control positivo
(22,8%), mientras que A7 (22,4%) y A8 (21,2%) mostraron una NETosis muy similar

al control positivo.

La figura 14 muestra la induccién de NETs promovida por el sobrenadante
filtrado de los aislamientos clinicos de P. aeruginosa del experimento III. En la figura
14C se muestra la presencia de NETs principalmente en etapa delobulada inducidos
por los aislados clinicos A5, A6 y A8; mientras que A7 muestra poca induccion de
NETs, pero en etapa de NET difuso y NET disperso. En la figura 14D se demuestra
el resultado de la expansion nuclear en la etapa delobulada, donde se observa que A5
(20,1%) y A8 (23,8%) tiene un porcentaje de induccién de NETs similar o incluso
mayor al del control positivo (22,8%), mientras que A6 (12%) y A7 (4,7%) inducen

niveles bajos de NETs.
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Figura 13. Induccion de NETs por aislados clinicos de P. aeruginosa del experimento III. (A) Neutrofilos estimulados con
PMA 40 nM como control positivo. (B) Neutrofilos estimulados con RPMI como control negativo. (C) Induccion de NETs
por A5 (imagen superior izquierda), A6 (imagen superior derecha), A7 (imagen inferior izquierda) y A8 (imagen inferior
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Figura 14. Induccion de NETs por el sobrenadante de los aislados clinicos de P. aeruginosa del experimento III. (A) Neutrofilos
estimulados con PMA 40 nM como control positivo. (B) Neutréfilos estimulados con el medio de cultivo liquido LB como control
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A7 (imagen inferior izquierda) y A8 (imagen inferior derecha). Imagenes de fluorescencia observadas con el objetivo 20x. (D)

Grafica de la cuantificacion de la expansion nuclear del neutrofilo.



La figura 15 muestra la induccion de NETs promovida por los aislamientos
clinicos de P. aeruginosa del experimento IV. En la figura 15C se aprecian las
imagenes correspondientes a una induccion de NETs muy similar a la del control
positivo (15A) para los aislados clinicos A9, A10, A1l y Al12, ademas se pueden
observan los NETs en la etapa delobulada y una proporcion menor como lobulados
y NET difuso. La figura 15D incluye el resultado obtenido de la expansion nuclear,
donde se calcul6 que los aislados clinicos A9-A12 tienen una induccién de NETs con
valores de 17.9%, 22%, 26.7% y 26.7% respectivamente, por lo que representan

valores comparables al control positivo (21.2%).

En la figura 16 se presenta la induccion de NETs originada por el
sobrenadante filtrado de los aislamientos clinicos de P. aeruginosa del experimento
IV. Las figuras 16C muestra la presencia de NETs inducidos por el sobrenadante de
los aislados A9, A10, A11 y A12 respectivamente, y destacan las células NET6ticas
principalmente en etapa lobulada y delobulada. En la figura 16D se presenta el
resultado de la expansion nuclear, arrojando porcentajes menores a los del control
positivo (21.2%), que van desde 17.4%, 16.1% y 13.6% para los aislados clinicos
A10, A11 y A12 respectivamente; siendo el aislamiento clinico A9 el que presenta
una induccién de NETs incluso menor a la del control negativo (7.7%) con un valor

de 2.9%.
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Figura 15. Induccion de NETs por aislados clinicos de P. aeruginosa del experimento IV. (A) Neutrofilos estimulados con PMA
40 nM como control positivo. (B) Neutrofilos estimulados con RPMI como control negativo. (C) Inducciéon de NETs por A9
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empleando la MOI 1:0.1. Iméagenes de fluorescencia observadas con el objetivo 20x. (D) Grafica de la cuantificacion de la

expansion nuclear del neutréfilo.
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En la figura 17 se presenta la induccion de NETs originada por los
aislamientos clinicos de P. aeruginosa del experimento V. La figura 17C representa
las imagenes correspondientes a una induccién de NETs menor a la del control
positivo (17A) para los aislados clinicos A13, A14, A15 y Al6, ademas se pueden
observan los NETs principalmente en la etapa delobulada, y una proporcién menor
como NET difuso y NET disperso. La figura 17D incluye el resultado obtenido de la
expansion nuclear en la etapa delobulada, donde se calcul6é que los aislados clinicos
A13-A16 tienen una induccion de NETs con valores de 9,7%, 18,4%, 11,9% y 17,5%
respectivamente, por lo que representan valores menores de inducciéon de NETs en

comparacion con el control positivo (23,7%).

La figura 18 muestra la induccién de NETs promovida por el sobrenadante
filtrado de los aislamientos clinicos de P. aeruginosa del experimento V. En la figura
18C se muestra la presencia de NETs inducidos por el sobrenadante de los aislados
Al3, Al4, A15 y Al6 respectivamente, y se observa el mayor porcentaje de las
c¢lulas NET6ticas en la etapa delobulada para los cuatro asilados clinicos, destacando
el asilado Al3, el cual presenta principalmente células NEToticas en etapa
delobulada, NET difuso y NET disperso. En la figura 18D se demuestra el resultado
de la expansion nuclear en la etapa delobulada, donde se observan porcentajes
menores a los del control positivo (21,2%) para Al4 (14,0%) y Al6 (18,3%),
entretanto A13 (9,8%) y Al5 (9,4%) presentan menor porcentaje de induccion de

NETs que el control negativo (11,6%).
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Figura 17. Induccion de NETs por aislados clinicos de P. aeruginosa del experimento V. (A) Neutrofilos estimulados con PMA

40 nM como control positivo. (B) Neutrofilos estimulados con RPMI como control negativo. (C) Induccion de NETs por Al13

(imagen superior izquierda), A14 (imagen superior derecha), A15 (imagen inferior izquierda) y A16 (imagen inferior derecha)

empleando la MOI 1:0.1. Iméagenes de fluorescencia observadas con el objetivo 20x. (D) Grafica de la cuantificacion de la

expansion nuclear del neutréfilo.
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Figura 18. Induccion de NETs por el sobrenadante de los aislados clinicos de P. aeruginosa del experimento V. (A) Neutrofilos
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6.3.2 Analisis de percentiles para la induccion de NETs por aislamientos clinicos

de P. aeruginosa

El percentil es una de las medidas de posicion no central que se puede
describir como una forma de comparacion de resultados. El percentil es un nimero
de 0 a 100 que estd muy relacionado con el porcentaje pero que no es un porcentaje
en si. Para un conjunto de datos, el percentil para un valor dado indica el porcentaje
de datos que son igual o menores que dicho valor, en otras palabras, indica donde se
posiciona una muestra con respecto al total. Este andlisis permitid agrupar los
aislamientos clinicos de P. aeruginosa de acuerdo al tipo de induccion de NETs que
presento tanto la bacteria como sus productos secretados, en induccidn negativa de
NETs, baja induccion de NETs, media induccion de NETs y alta induccion de NETs,

de acuerdo al tipo de morfologia que estos presentaron.

En la figura 19A se muestran los resultados obtenidos de la expansion nuclear
del neutroéfilo, a partir de la induccion de NETs con morfologia delobulada de los 16
aislamientos clinicos de P. aeruginosa. El andlisis de percentiles permitio agrupar a
los aislamientos clinicos de la siguiente manera: 4 aislados clinicos con baja
induccion de NETs (A1, A6, A13 y Al15); 8 aislados clinicos con media induccion de
NETs (A2, A5, A7, A8, A9, A10, A14 y A16); y 4 aislados clinicos con alta induccion

de NETs (A3, A4, A11 y A12) como se observa en la figura 19B.
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La figura 20A muestra los resultados obtenidos de la expansion nuclear del
neutréfilo, a partir de la induccidon de NETs con morfologia delobulada de los
productos secretados por los 16 aislamientos clinicos de P. aeruginosa. Los
aislamientos clinicos fueron agrupados de la siguiente manera con base en el analisis
de percentiles: 4 aislados clinicos con baja induccion de NETs (A1, A2, A3 y A9); 8
aislados clinicos con media induccion de NETs (A4, A6, A7, All, Al12, Al13, Aldy
Al5); y 4 aislados clinicos con alta induccion de NETs (A5, A8, A10 y A16) como

se observa en la figura 20B.
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En la figura 21A se muestran los resultados obtenidos de la expansion nuclear
del neutrofilo, a partir de la induccion de NETs con morfologia delobulada de los 16
aislamientos clinicos de P. aeruginosa. El analisis de percentiles permiti6é agrupar a
los aislamientos clinicos de la siguiente manera: 1 aislado clinico con induccion
negativa de NETs (A7); 3 aislados clinicos con baja inducciéon de NETs (A3, A4y
AS5); 8 aislados clinicos con media induccion de NETs (Al, A2, A8, A9, A10, All,
Al2 y A16); y 4 aislados clinicos con alta induccion de NETs (A5, A13, Al4 y AlS5)

como se observa en la figura 22B.

La figura 22 A muestra los resultados obtenidos de la expansion nuclear del
neutrofilo, a partir de la induccion de NETs con morfologia delobulada de los
productos secretados por los 16 aislamientos clinicos de P. aeruginosa. Los
aislamientos clinicos fueron agrupados de la siguiente manera con base en el analisis
de percentiles: 4 aislados clinicos con induccion negativa de NETs (A2, A3, Ady
AS5); 8 aislados clinicos con baja induccion de NETs (Al, A6, A8, A9, A10, All,
A12y Al4); 4 aislados clinicos con media induccion de NETs (A7, A13, A15y A16);
y ningun aislado clinico con alta induccion de NETs como se observa en la figura

22B.
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Con base en los resultados obtenidos del andlisis de percentiles, los
aislamientos clinicos de P. aeruginosa fueron clasificados de acuerdo al nivel de
induccion de NETs obtenido por la bacteria y sus productos secretados, tanto en la
morfologia delobulada como NET difuso (Figura 23). Observando que todos los
aislados clinicos de P. aeruginosa presentan diferentes niveles de induccion de NETs
en ambas morfologias, pero de manera interesante los aislados A2, A6 y Al6
mostraron la misma induccion de NETs por la bacteria y sus productos secretados en

las dos morfologias.
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Figura 23. Clasificacion de acuerdo al nivel de induccion de NETSs por aislados clinicos
de P. aeruginosa y sus productos secretados. (A) Clasificacion de la inducciéon de NETs
con morfologia delobulada por P. aeruginosa. (B) Clasificacion de la induccion de NETs

con morfologia de NET difuso por P. aeruginosa.
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6.3.3 Cuantificacion por fluorometria de los NETs inducidos por aislamientos

clinicos de P. aeruginosa

Después de que se llevdo a cabo la induccion de NETs utilizando los
aislamientos clinicos de P. aeruginosa, se procedid a realizar la lectura
correspondiente a la intensidad de fluorescencia, haciendo una incubacion breve de
las células con el fluordforo Sytox® Green, que tienen una AEx a 504 nm y una AEm
a 523 nm, lo que resulto en una fluorescencia verde brillante. En todos los
experimentos realizados para la induccién de NETs se emple6 la dilucién 0.1 (1x10*
bacterias/mL) para los aislados clinicos de P. aeruginosa. Como control positivo se
utilizaron neutrofilos estimulados con PMA 40 nM, y como control negativo

neutroéfilos sin estimular y neutréfilos estimulados con LB.

En la figura 24A se presenta el resultado obtenido de la intensidad de
fluorescencia empleando los aislados clinicos de P. aeruginosa Al-A4. En
comparacion con el control positivo, los aislados A2, A3 y A4 presentaron diferencia
significativa, ya que muestran porcentajes de fluorescencia mayores a los del control;
mientras que Al no mostr6 significancia. Los cuatro aislamientos clinicos mostraron
diferencia significativa al compararse con el control negativo, al presentar seis veces
mas fluorescencia. La figura 25A muestra la grafica de intensidad de fluorescencia
utilizando el sobrenadante de los aislados Al1-A4. Los aislamientos Al, A2 y A4
mostraron diferencia significativa en comparacion con el control positivo, mientras
que A3 no mostré diferencia significativa. Los cuatro aislados clinicos presentaron

diferencia significativa en comparacion al control negativo.
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La figura 24B corresponde al resultado de la intensidad de fluorescencia
utilizando los aislamientos clinicos de P. aeruginosa A5-A8. Los cuatro aislados
presentan diferencia significativa al comparase tanto con el control positivo como
con el control negativo. En la figura 25B se presenta la grafica con el resultado de
intensidad de fluorescencia empleando el sobrenadante de los aislamientos A5-AS.
Los cuatro aislados mostraron diferencia significativa en comparacion tanto con el
control positivo como con el control negativo, al presentar mayor intensidad de

fluorescencia que el control positivo.

En la figura 24C se presenta el resultado obtenido de la intensidad de
fluorescencia empleando los aislados clinicos de P. aeruginosa A9-Al12. En
comparacion con el control positivo, los aislados aislamientos presentaron diferencia
significativa, ya que mostraron porcentajes de fluorescencia mayores a los del
control. Al compararse con el control negativo, los cuatro aislamientos clinicos
mostraron diferencia significativa, al presentar cinco veces mas fluorescencia. La
figura 25C muestra la grafica de intensidad de fluorescencia utilizando el
sobrenadante de los aislados A9-A12. Los aislados A10, A1l y Al2 mostraron
diferencia significativa en comparacioén con el control positivo, al presentar mayor
intensidad de fluorescencia; mientras que A9 no present6 diferencia significativa al
compararse con el control positivo. En comparacion con el control negativo, los

cuatro aislamientos clinicos mostraron diferencia significativa.
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La figura 24D corresponde al resultado de la intensidad de fluorescencia utilizando
los aislamientos clinicos de P. aeruginosa A13-A16. Los cuatro aislados presentan
diferencia significativa al comparase tanto con el control positivo como con el control
negativo. En la figura 25D se presenta la grafica con el resultado de intensidad de
fluorescencia empleando el sobrenadante de los aislamientos A13-A16. Los aislados
Al3, Al4 y AIlS5 mostraron diferencia significativa en comparacion al control
positivo; entretanto, A16 no mostr6 significancia. Los cuatro aislamientos clinicos

presentaron diferencia significativa al comparase con el control negativo.
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Figura 24. Cuantificaciéon del ADN extracelular utilizando los aislados clinicos de P.
aeruginosa. (A) Induccion de NETs por aislados clinicos Al, A2, A3 y A4. (B)
Induccién de NETs por aislados clinicos A5, A6, A7 y A8. (C) Induccién de NETSs por
aislados clinicos A9, A10, All y Al2. (D) Induccion de NETs por aislados clinicos
Al3, Al4, A15 y A16. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres

experimentos independientes. **** P < (.0001.
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Figura 25. Cuantificacion del ADN extracelular empleando el sobrenadante de los
aislados clinicos de P. aeruginosa. (A) Induccion de NETs por aislados clinicos Al, A2,
A3 y A4. (B) Induccion de NETs por aislados clinicos AS, A6, A7 y A8. (C) Induccion de
NETs por aislados clinicos A9, A10, Al11 y Al12. (D) Induccién de NETs por aislados
clinicos A13, Al4, A15 y Al16. Las barras de error representan la desviacion estandar de

tres experimentos independientes. **** P < (.0001.
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6.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) del sobrenadante de los

aislamientos clinicos de P. aeruginosa

Con base en los resultados obtenidos en la cuantificacion de la expansion
nuclear del neutréfilo en NETosis, se decidid6 emplear la técnica de SDS-PAGE
utilizando tnicamente el sobrenadante de los aislados clinicos de P. aeruginosa, A5,
A6, A9 y A10 los cuales mostraron una alta induccion de NETs tanto por la bacteria
como por sus productos secretados (Figura 26). A partir de los pesos moleculares de
las bandas observadas en el gel, se llevd a cabo una busqueda en la base de datos del
genoma de P. aeruginosa (www.pseudomonas.com), con el fin de encontrar
moléculas que presentaran pesos moleculares similares. Algunas moléculas que
concuerdan con el criterio de busqueda para la banda de = 55 kDa son: spuC (50.5
kDa), mucD (50.3 kDa), fleR (51.2 kDa) y ExoU o PepA (52.3 kDa). Mientras que
para la banda de = 35 kDa se encontraron las siguientes moléculas: pscQ (34 kDa),

popN (31.3 kDa), pcrV (32.3 kDa) y pvdF (31 kDa).
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Figura 26. SDS-PAGE del sobrenadante de aislamientos cinicos de P. aeruginosa.
El primer carril corresponde al marcador de peso molecular (PM), el segundo carril
al sobrenadante de la cepa silvestre o PAO1 (WT), y los carriles 3 al 6 corresponden
al sobrenadante de los aislamientos clinicos A5, A6, A9 y A10 respectivamente.
En cuadros negros se sefialan las bandas visualizadas en el gel y que corresponden

a los pesos moleculares = 55 kDa y = 35 kDa.
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6.5 Induccion de NETs por las cepas mutantes de P. aeruginosa

Para la induccion de NETs, se incluyeron cepas mutantes por insercion de
transposon de P. aeruginosa, las cuales se presentan en la Apéndice B, y ademas
cuentan con diferentes caracteristicas como actividad de fosfolipasa, exoenzimas y
también proteinas de secrecion. Estas cepas mutantes de P. aeruginosa fueron
activadas en medio liquido LB, y ajustadas a la dilucion de 0.1 (1x10* bacterias/mL),
bajo las mismas condiciones que las establecidas en la seccion de Material y métodos.
Para todos los experimentos, se utilizaron neutréfilos estimulados con PMA 40 nM
como control positivo; y neutréfilos sin estimular y neutréfilos estimulados con LB

como controles negativos.

6.5.1 Cuantificacion por expansion nuclear del neutroéfilo de los NETs inducidos

por las cepas mutantes de P. aeruginosa

En la figura 27 se muestra la induccion de NETs promovida por la dilucion
0.1 (1x10* bacterias/mL) de las mutantes de exoenzimas de P. aeruginosa. La figura
27C muestra las imagenes correspondientes a la escasa induccion de NETs provocada
por las diferentes cepas mutantes de exoenzimas de P. aeruginosa, y los pocos
neutréfilos en NETosis se pueden observar en una etapa delobulada. El resultado de
la induccion de NETs originada por el 3% de sobrenadante de las mutantes de
exoenzimas de P. aeruginosa se presenta en la figura 28. La figura 28C muestra las

imagenes que corresponden a la poca induccion de NETs promovida por el
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sobrenadante de todas las cepas mutantes de exoenzimas de P. aeruginosa, también
se observan pocos neutrofilos en NETosis y que a la vez que se encuentran en una
etapa delobulada. Ademas, la figura 29 comprenden los resultados obtenidos de la
expansion nuclear, donde se aprecia que todas las células se encuentran en un area
<100 um?, por lo que ambos resultados se consideran negativos para la induccién de

NETs.
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Figura 27. Induccion de NETs por las cepas mutantes de exoenzimas de P. aeruginosa. (A)
Neutrofilos estimulados con PMA 40 nM como control positivo. (B) Neutréfilos estimulados
con medio RPMI como control negativo. (C) Induccion de NETs empleando la dilucion 0.1
(1x10* bacterias/mL) de las cepas mutantes de exoenzimas. Imagenes de fluorescencia

observadas con el objetivo 20x.



Sin tratamiento

Figura 28. Induccion de NETs por el sobrenadante de las cepas mutantes de exoenzimas de P.
aeruginosa. (A) Neutréfilos estimulados con PMA 40 nM como control positivo. (B) Neutréfilos
estimulados con medio de cultivo liquido LB como control negativo. (C) Induccion de NETs

empleando utilizando 3% del sobrenadante de las cepas mutantes de exoenzimas. Imagenes de

fluorescencia observadas con el objetivo 20x.
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Figura 29. Cuantificaciéon de la expansion nuclear por las cepas mutantes de
exoenzimas de P. aeruginosa. (A) Grafica de la expansion nuclear del neutréfilo
después de la induccion de NETs utilizando la dilucion 0.1 (1x10* bacterias/mL)
de las cepas mutantes de exoenzimas. (B) Gréfica de la expansion nuclear del
neutrofilo después de la induccion de NETs empleando el 3% del sobrenadante

de las cepas mutantes de exoenzimas.
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Igualmente se llevé a cabo la induccion de NETs empleando las cepas
mutantes de pigmentos (pioverdina y piocianina) de P. aeruginosa, usando los
controles previamente mencionados, tanto para la bacteria como para el
sobrenadante. La figura 30 muestra la formacion de NETs promovida por la dilucion
0.1 (1x10* bacterias/mL) de las mutantes de pigmentos de P. aeruginosa, mientras
que las figuras 30A y 30B muestran las imagenes del control positivo y control
negativo respectivamente. En la figura 30C se encuentra el resultado obtenido de la
inducciéon de NETs utilizando las cepas mutantes de pigmentos a una dilucion
bacteriana de 0.1 (1x10* bacterias/mL), donde se puede observar una escasa
formacion de NETs, asi como a los neutréfilos en una etapa delobulada. El resultado
de la induccion de NETs originada por el 3% de sobrenadante de las mutantes de
pigmentos de P. aeruginosa se presenta en la figura 31. El control positivo y el control
negativo se representan en la figura 31 A y 31B respectivamente, en tanto que la figura
31C muestra las imagenes correspondientes a la poca inducciéon de NETs promovida
por el sobrenadante de las cepas mutantes de pigmentos de P. aeruginosa; también
se observan poca cantidad de neutrofilos netoticos y en una etapa delobulada.
Asimismo, la figura 30D y 31D comprenden los resultados obtenidos de la expansion
nuclear, donde se distingue que todas las células presentan un area <100 um?, por lo

que ambos resultados se consideran negativos para la induccion de NETs.
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Figura 30. Induccion de NETSs por las cepas mutantes de pigmento de P. aeruginosa. (A) Neutréfilos estimulados con PMA 40
nM como control positivo. (B) Neutréfilos estimulados con el medio RPMI como control negativo. (C) Induccién de NETSs por la
dilucién 0.1 (1x10* bacterias/mL) las cepas mutantes para pioverdina (imagen superior) y piocianina (imagen inferior). Imagenes

de fluorescencia observadas con el objetivo 20x. (D) Grafica de la cuantificacion de la expansion nuclear del neutrofilo.
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Figura 31. Induccion de NETs por el sobrenadante de las cepas mutantes de pigmento de P. aeruginosa. (A) Neutrofilos
estimulados con PMA 40 nM como control positivo. (B) Neutréfilos estimulados con el medio de cultivo liquido LB como control
negativo. (C) Induccion de NETs por el 3% del sobrenadante de la cepa mutante para pioverdina (imagen superior) y la cepa
mutante de piocianina (imagen inferior). Imagenes de fluorescencia observadas con el objetivo 20x. (D) Grafica de la

cuantificacion de la expansion nuclear del neutrofilo.



6.5.2 Cuantificacion por fluorometria de los NETs inducidos por las cepas

mutantes de P. aeruginosa

Una vez realizada la induccion de NETs utilizando las cepas mutantes por
insercion de transposon de P. aeruginosa, se procedido a realizar la lectura
correspondiente a la intensidad de fluorescencia, haciendo una incubacion breve de
las células con el fluordforo Sytox® Green. El resultado obtenido de la induccion de
NETs por las mutantes para exoenzimas se presenta en la figura 32; el inciso A
corresponde a la grafica de induccion de NETs empleando la dilucién 0.1 (1x10*
bacterias/mL), notdndose una disminucion hasta del 80% de la intensidad de
fluorescencia en todas las mutantes de exoenzimas en comparacion con el control
positivo; mientras que al compararse con el control negativo no se observan
diferencias significativas. La grafica del inciso B representa el 3% de sobrenadante
de cada una de las cepas mutantes para exoenzimas, se puede apreciar que el
sobrenadante muestra una menor intensidad de fluorescencia en comparacion con el
control positivo, mientras que no hay diferencia significativa al compararse con las

células tratadas con LB.

También se llevo a cabo la induccion de NETs empleando las cepas mutantes
de pigmentos de P. aeruginosa, usando los controles mencionados anteriormente. El
resultado obtenido se muestra en la figura 33; donde la grafica del inciso A pertenece
a la inducciéon de NETs empleando la dilucion 0.1 (1x10* bacterias/mL),
apreciandose una disminucion en la intensidad de fluorescencia en las mutantes de

los pigmentos (pioverdina y piocianina) en comparacion con el control positivo,
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mientras que no existe diferencia significativa al compararse con el control negativo.
El inciso B representa la grafica que corresponde al 3% de sobrenadante de ambas
cepas mutantes para pigmentos, observandose que el sobrenadante muestra una
menor intensidad de fluorescencia en comparacion con el control positivo, mientras

que no hay diferencia significativa al compararse con las células tratadas con LB.
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Figura 32. Cuantificacion del ADN extracelular empleando las cepas mutantes de
exoenzimas de P. aeruginosa. (A) Induccion de NETs por las cepas mutantes de
exoenzimas. (B) Induccion de NETs por el sobrenadante de las cepas mutantes de
exoenzimas. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres experimentos

independientes. **** P < (0.0001.
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Figura 33. Cuantificacion del ADN extracelular empleando las cepas mutantes de
pigmentos de P. aeruginosa. (A) Induccion de NETs por las cepas mutantes de pigmentos.
(B) Induccion de NETs por el sobrenadante de las cepas mutantes de pigmentos. Las

barras de error representan la desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Fakx P <0.0001.
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6.6 Induccion de NETs por Escherichia coli

Como control negativo de la induccion de NETs, se incluy6 a la bacteria E.
coli, la cual fue aislada a partir de heces humanas. La cepa de E. coli fue activada en
medio liquido LB, y ajustada a las diluciones de 100 (1x10 bacterias/mL), 10 (1x10°
bacterias/mL), 1 (1x10° bacterias/mL) y 0.1 (1x10* bacterias/mL) bajo las mismas
condiciones que las establecidas en la seccidon de Material y métodos para las cepas
de P. aeruginosa. En todos los experimentos, como control positivo se utilizaron
neutrofilos estimulados con PMA 40 nM y como control negativo, neutrofilos sin

estimular y neutréfilos estimulados con LB.

6.6.1 Cuantificacion por expansion nuclear del neutroéfilo de los NETs inducidos

por E. coli

En la figura 34 se muestra la induccion de NETs promovida por diferentes
diluciones de la bacteria E. coli con un crecimiento previo de 24 hrs. La figura 34C
muestra las imagenes correspondientes a la poca induccion de NETs promovida por
las diferentes diluciones de E. coli y también se observan los neutr6filos en una etapa
delobulada. Adicionalmente, en la figura 34D se incluye la grafica correspondiente a
la expansion nuclear, donde se observa que todas las células se encuentran en un area

<100 pm?, por lo que se considera un resultado negativo para la induccion de NETs.
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Igualmente, se utilizaron neutréfilos estimulados con PMA 40 nM como
control positivo, y como control negativo se incubaron neutréfilos con el medio de
cultivo liquido de crecimiento para las bacterias (LB 30%), asi como neutréfilos
incubados con el 30% y 3% del sobrenadante filtrado de E. coli. Para ambos
resultados se puede apreciar la escasa induccion de NETs en comparacion con el
control positivo, como se puede observar en la figura 35. Ademas, la figura 35D
representa la grafica correspondiente a la expansion nuclear, donde se distingue que
todas las células se encuentran en un area <100 pm?, por lo que también se considera

un resultado negativo para la inducciéon de NETs.
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Figura 34. Induccion de NETs por la bacteria E. coli. (A) Neutrofilos estimulados con PMA 40 nM como control positivo. (B)
Neutrofilos estimulados con el medio RPMI como control negativo. (C) Inducciéon de NETs por las diluciones 100 (1x10’
bacterias/mL), 10 (1x10° bacterias/mL), 1 (1x10° bacterias/mL) y 0.1 (1x10* bacterias/mL) de E. coli. Imigenes de fluorescencia

observadas con el objetivo 20x. (D) Grafica de la cuantificacion de la expansion nuclear del neutrofilo.
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Figura 35. Inducciéon de NETs por el sobrenadante de la bacteria E. coli. (A) Neutrofilos estimulados con PMA 40 nM como
control positivo. (B) Neutrofilos estimulados con el medio liquido LB como control negativo. (C) Inducciéon de NETs por el 30%
(imagen superior) y el 3% del sobrenadante (imagen inferior) de E. coli. Imagenes de fluorescencia observadas con el objetivo

20x. (D) Grafica de la cuantificacion de la expansion nuclear del neutréfilo.



6.6.2 Cuantificacion por fluorometria de los NETs inducidos por E. coli

Después de que se llevo a cabo la induccion de NETs utilizando la cepa de E.
coli, se procedid a realizar la lectura correspondiente de la intensidad de
fluorescencia, haciendo una incubacién breve de las células con el fluoréforo Sytox®
Green, que tienen una AEx a 504 nm y una AEm a 523 nm, lo que resulté en una
fluorescencia verde brillante. El resultado obtenido se presenta en la figura 36, donde
el inciso A ejemplifica las diferentes diluciones de E. coli utilizadas para la induccion
de los NETs, observandose una disminucion de la fluorescencia de manera
decreciente, ademas las MOIs de 1:100 y 1:10 presentan un porcentaje de
fluorescencia mayor que las células sin tratamiento, mientras que las MOIs de 1:1 y

1:01 no presentan una diferencia significativa en comparaciéon con el control

negativo.

El inciso B representa el porcentaje de sobrenadante de E. coli empleado para
inducir los NETs, donde se aprecia que el 30% de sobrenadante muestra mayor
fluorescencia que el control negativo, por otro lado, el 3% del sobrenadante no
presenta una diferencia significativa en comparacion con las células tratadas con LB.
Los resultados obtenidos para los tratamientos en ambos incisos (A, B) muestran una
diferencia significativa en comparacion con el control positivo, indicando que la

bacteria E. coli, asi como su sobrenadante no inducen la formacion de los NETs.
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Figura 36. Cuantificacion del ADN extracelular empleando la cepa de E. coli. (A) Induccion de
NETs por las diluciones 100 (1x10’ bacterias/mL), 10 (1x10° bacterias/mL), 1 (1x103
bacterias/mL) y 0.1 (1x10* bacterias/mL) de E. coli. (B) Induccién de NETs por el 3 y 30% del
sobrenadante de la cepa de E. coli. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres

experimentos independientes. **** P <(.0001.
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CAPITULO 7

DISCUSION

La induccion de los NETs por P. aeruginosa ha sido previamente reportada
por algunos grupos de investigacion; sin embargo, su participacion en la FQ esta poco
estudiada. Floyd et al. reportaron la utilizacién de un ensayo de ELISA modificado
para cuantificar la liberacion de NETs mediante la deteccion de los complejos MPO-
ADN y HNE-ADN. Los neutréfilos apoptdticos no liberan los complejos proteinas-
ADN, solo las células que se someten a formacién de NETs lo hacen; por lo que los
niveles de ambos complejos determinan el grado de formacion de NETs. Lo anterior
fue medido a OD 450 nm, y el valor obtenido fue proporcional a la cantidad de ADN
liberado en la muestra [60]. En contraste con lo anterior, para este trabajo se optd por
teflir las células con el fluoroforo Sytox® Green y observar al microscopio de
fluorescencia la formacion de los NETs, asi como cuantificar la intensidad de
fluorescencia utilizando un fluorémetro. El fluordforo Sytox® Green tiene como
caracteristica ser impermeable a las células vivas, por lo tanto, la fluorescencia
emitida se relacion6 directamente con el ADN extracelular. Los analisis que llevamos
a cabo son complementarios; el analisis de expansion nuclear del neutrofilo en
NETosis permitié no solo observar las variadas morfologias que presentaron los

NETs en todos nuestros ensayos, sino que también relaciono los niveles de induccion
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de NETs de acuerdo a la morfologia que estos presentaban; aparte, la técnica de
fluorometria es mas sensible y permitié detectar toda la intensidad de fluorescencia

que por el método de expansion nuclear no se puede determinar.

Los aislamientos clinicos de P. aeruginosa utilizados en el mismo trabajo
experimental se obtuvieron de pacientes con FQ que tenian especificamente la
mutacion F508del; ademas fueron clasificados en etapa temprana o tardia, relativo al
curso de la infeccion de cada paciente [60]; mientras que en nuestro trabajo no se
determind el tipo de mutacidon que presentaban los pacientes de los que se obtuvieron

los aislados clinicos, y se desconocid en qué etapa de la enfermedad se encontraban.

Todos los aislamientos clinicos de P. aeruginosa analizados por Floyd et al.
fueron capaces de desencadenar la liberacion de NETs a diferentes grados y
empleando la MOI 1:10 (PMN:PA), pero sin una induccion tan robusta como la que
generd el PMA 100 nM [60]; contrario a los resultados de este trabajo, donde la
mayoria de los aislados clinicos promovieron una induccién de NETs igual o incluso
mayor a la del PMA 40 nM, y empleando tanto la bacteria como sus productos
secretados. Es importante destacar que utilizamos la MOI 1:0.1 (PMN:PA),
observando que una menor cantidad de bacterias promovidé una mayor induccion de
NETs, aunque esta MOI, la cual equivale a 10 neutréfilos por cada bacteria, a pesar
de que el neutrofilo puede utilizar otros mecanismos como fagocitosis o

degranulacion para eliminar a la bacteria.
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Floyd et al. utilizaron cepas silvestres de P. aeruginosa para inducir la
formacion de NETs, observando que la cepa PA14 fue mas eficiente que PAOI, la
cual presento la mitad de induccion reportada para el PMA 100 nM [60]. En otro
experimento, Young et al. utilizaron células en suspension para evaluar la capacidad
de los neutréfilos no adherentes para formar NETs espontdneamente. En estas
condiciones, detectaron poca liberacion de NETs por los neutrofilos no tratados
durante 2 horas, mientras que la cepa PAO1 estimul6 eficazmente la formacion de
NETs en una manera dependiente de la densidad bacteriana; sin embargo, estos
resultados fueron menores al obtenido por los neutrofilos tratados con PMA 25 nM
[61]. Ambos datos concuerdan con nuestro resultado, debido a que observamos que
la cepa PAO1 promovié menos NETosis que el PMA 40 nM en un lapso de 3 horas,
en neutréfilos adherentes y en una manera dependiente de las diluciones bacterianas,
lo cual pudiera estar relacionado con una disminucién en la virulencia de esta cepa

de referencia.

Rada et al. se dirigieron a caracterizar que la piocianina induce la formacion
de NETs en neutréfilos adherentes; para lo cual examinaron in vitro la produccion de
piocianina a partir de 40 aislamientos clinicos de P. aeruginosa de pacientes con FQ,
esto en etapas tempranas y avanzadas de la enfermedad, asi como enfermedad leve o
grave. Midieron concentraciones de piocianina y se compararon con la cepa control
PA14. La mayoria de los aislados clinicos produjo el pigmento, a excepcion de 6
aislados que no lo produjeron. Como resultado, observaron que la piocianina en
periodos de tiempo cortos y concentraciones bajas induce la formacion de los NETs

[49]. En nuestro trabajo no cuantificamos la cantidad de piocianina en cada
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aislamiento clinico utilizado; no obstante, observamos que la produccion de
pigmentos (no solo piocianina) fue variable en todos los aislados clinicos, mientras
que, en la cepa de referencia, PAO1, nunca hubo presencia de pigmentos. De manera
interesante y contrario a lo reportado en el trabajo anterior, los aislados clinicos que
no produjeron pigmentos presentaron una induccion de NETs igual o mayor a la del
PMA 40 nM. También utilizamos cepas mutantes de los pigmentos de P. aeruginosa
para inducir la formacion de los NETS. Las cepas seleccionadas fueron deficientes
en pioverdina (pvdF) y piocianina (pys2); y como resultados, observamos que
ninguna de las dos cepas previamente mencionadas indujo la formacion de los NETs
en comparacion con el PMA 40 nM, por lo que los pigmentos no son las principales

moléculas en P. aeruginosa que desencadenan la formacion de los NETs.

Se ha reportado por Feltman et al., que el sistema de secrecion tipo I (SSTT)
se encuentra conservado en muchos patégenos gram-negativos y codifica alrededor
de 20 proteinas que ensamblan un complejo para secretar y traslocar efectores
directamente en las células del huésped [62]. También se ha demostrado que el
regulon de la exoenzima S es un conjunto de genes de virulencia regulados de manera
coordinada en P. aeruginosa. Entre las proteinas efectoras codificadas por el regulon
y que son secretadas a través del SSTT se incluyen las exoenzimas ExoS, ExoT,

ExoY y ExoU [63].
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ExoS y ExoT poseen un dominio de proteina activadora de GTPasa amino
terminal (GAP) y un dominio de ADP ribosiltransferasa carboxilo terminal (ADPRT)
[64]. Interesantemente, ExoS y ExoT tienen 75% de identidad de aminoacidos (60).
La secrecion de ExoS se asocié con una LDso relativamente baja, persistencia
bactericida en los pulmones y diseminacion. En contraste, la secrecion de ExoT no
se asocid con un cambio significativo en la mortalidad o carga bacteriana en los

pulmones, pero condujo a un modesto aumento en la diseminacion bacteriana [51].

ExoY posee actividad de adenilato ciclasa; una segunda caracteristica es la
estimulacion de la adenilato ciclasa por un factor eucariotico que es distinto a la
calmodulina, lo que puede representar una estrategia de regulacion para evitar la
generacion de AMP ciclico dentro de la bacteria antes de la intoxicacion de las células

huésped [63].

ExoU o PepA es una potente citotoxina con actividad de fosfolipasa A». Las
fosfolipasas son producidas por un grupo diverso de patdogenos bacterianos,
desempefiando un papel importante como determinantes de virulencia. Las
fosfolipasasa bacterianas tienen el potencial para interferir con la cascada de
sefalizacion de las células del huésped, y para modular su respuesta inmune. Las
fosfolipasas mejor caracterizadas, que desempefian un papel en la virulencia son las
fosfolipasas C (PLCs), pero la fosfolipasa A (PLAs) puede ser tan citolitica como
PLCs. La hidrolisis de fosfolipidos por las PLAs resulta en la liberacion de acidos
grasos de la posicion 1 o 2 del glicerol. Como el 4cido araquidonico es el dcido graso

mas cominmente encontrado en la posicion 2 de fosfolipidos de mamiferos, la PLA>
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bacteriana tiene un gran potencial para la estimulacion de la cascada del acido

araquidonico [65].

Para elucidar las caracteristicas inflamatorias de ExoU, Shaver et al.
compararon la cepa parental PA103 y la cepa defectiva PA1034exoU administradas
en bajas dosis (10* UFC) por instilacion de vias respiratorias en ratones. En este
modelo se examind la acumulacion de células inflamatoria y la liberacion local de
prostaglandinas. El lavado broncoalveolar (BAL) de ratones inoculados con la cepa
productora de ExoU contenia significativamente mas c€lulas que en el BAL de
ratones infectados con PA1034exoU, asi como una mayor concentracion de

prostaglandinas [51].

Este factor de virulencia de P. aeruginosa es requerido para el dafio de células
epiteliales in vitro y para la virulencia en modelos animales de neumonia aguda; ya
que se ha reportado que ExoU tiene un mayor impacto sobre la gravedad de la
enfermedad, ExoS tiene un efecto intermedio, y ExoT tiene solo un pequefio efecto
sobre la virulencia. Aquellas cepas que no presentan el SSTT y que por lo tanto no

secretan ExoU, ExoS y ExoT pueden ser menos virulentas [51].

En el presente trabajo utilizamos cepas mutantes de P. aeruginosa para
inducir la formacion de los NETS. Las cepas seleccionadas fueron deficientes en las
exoenzimas ExoS, ExoT, ExoY y ExoU; y como resultados, observamos que ninguna
de las cepas antes mencionadas indujo la formacion de los NETs en comparacién con
el PMA 40 nM y presentaron diferencia significativa al compararse con la cepa

silvestre, por lo que estas moléculas de P. aeruginosa tienen una participacion
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importante en la induccion de NETs que desencadena esta bacteria en los pacientes

con FQ.

Como control negativo en nuestros experimentos, empleamos una cepa de E.
coli. A la fecha, la formacion de NETs desencadenada por esta bacteria esta
pobremente documentada. Existen estudios que reportan que E. coli induce la
formacion de los NETs en aislados clinicos de bovinos. La mastitis es una respuesta
inflamatoria del tejido mamario contra bacterias invasoras, siendo E. coli la principal
causa que conduce a la mastitis aguda en las vacas. Lippolis ef al. reportaron que una
cepa de E. coli aislada de mastitis clinica en vacas indujo la formacion de NETs, y
que presentaba mejores indices de estimulacion al incubarse con la leche en
comparacion con el medio de cultivo [66]. También se reportd por Grinberg et al. la
formacion de NETs en neutréfilos adherentes de bovinos utilizando la cepa E. coli

P4 (serotipo O32:H37), aislada de un caso de mastitis bovina aguda [67].

E. coli también causa una amplia gama de enfermedades en humanos,
destacando particularmente las infecciones gastrointestinales. Marin-Esteban et al.
realizaron un estudio donde indujeron la formacion de NETs utilizando la linea
celular mieloide PLB-985 diferenciada en neutréfilos maduros; y emplearon la cepa
silvestre C1845 de E. coli [68], la cual es una cepa difusamente adherente (DAEC)
perteneciente a una familia de bacterias que producen una adhesina llamada fimbria
F1845, que actia desencadenando una cascada de sefializacion, causando enfermedad
entérica [69]. El ADN liberado fue cuantificado mediante la lectura de fluorescencia

emitida por el fluoroforo Sytox® Green, observando que la cepa silvestre C1845

104



estimuld significativamente la liberacion de ADN extracelular. Sin embargo, la
biologia del neutréfilo no puede representarse eficientemente en una linea celular en
comparacion con los neutréfilos obtenidos de sangre periférica, como se realizé en el

presente estudio.

A diferencia de los estudios previamente mencionados, en el presente
proyecto se trabajo utilizando diferentes diluciones de una cepa de E. coli aislada de
heces a partir de un individuo sano, la cual no indujo de manera significativa la
formacion de los NETs, como se observo en los resultados obtenidos a partir de la
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia y de la expansion nuclear del
neutréfilo mediante imagenes de microscopia de fluorescencia. Este resultado
posiblemente se debio al tipo de cepa utilizada, ya que la bacteria comensal de E. coli
no tiene factores de virulencia que le permitan adaptarse a nuevos nichos y causar
enfermedades, por lo que alguno de los factores de virulencia que adquieren las
bacterias patdgenas, tanto en humanos como en animales, pudieran estar induciendo

la formacion de los NETs.
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CAPITULO 8

CONCLUSION

» Las exoenzimas, ExoS, ExoT y ExoU de P. aeruginosa favorecen la
virulencia de la bacteria, por lo cual son importantes moléculas que
promueven la induccion de NETs, y la activacion de este mecanismo

posiblemente se lleve a cabo mediante su actividad de fosfolipasa.
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CAPITULO 9

PERSPECTIVAS

Caracterizar los NETs utilizando la técnica de inmunofluorescencia, de

acuerdo a sus componentes como MPO, NE, H3C y calprotectina.

Realizar una correlacion de acuerdo al nivel de induccion de NETSs entre los

aislamientos clinicos provenientes de pacientes con fibrosis quistica y las

cepas mutantes de P. aeruginosa empleando la técnica de RT-PCR.

Estudiar el papel de los eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos) inducidos por aislados clinicos de P. aeruginosa en la

generacion de NETs.

Correlacionar el nivel de NETs con la gravedad de los pacientes con FQ.

Ensayar inhibidores especificos de la induccion de NETSs, para ver si estos

tienen un efecto benéfico en el estatus de los pacientes con FQ.
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APENDICES

Apéndice A

Lista de aislamientos clinicos de P. aeruginosa utilizados durante el estudio

No. Aislado clinico

Aislado clinico

Tipo de muestra

Produccion de pigmento

Al 140859 Exudado faringeo Si
A2 140559 Exudado faringeo No
A3 132019 Exudado faringeo No
A4 132150 Exudado faringeo No
AS 131608 Expectoracion Si
A6 131723 Exudado faringeo Si
A7 131752 Exudado faringeo Si
A8 131785 Expectoracion Si
A9 131754 Expectoracion No
Al10 140084 Exudado faringeo Si
All 132150 Exudado faringeo No
Al2 140164 Expectoracion No
Al3 131716 Expectoracion No
Al4 132166 Expectoracion No
AlS 132176 Exudado faringeo No
Al6 131640 Expectoracion No
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Apéndice B

Mutantes por insercion de transposon de P. aeruginosa

Nombre de la cepa

Abreviatura del gen

Nombre del gen

PW1059 exoT Exoenzima T
PW3038 pys2 Piocianina S2
PW4736 exoY Exoenzima Y
PW5032 pvdF Pioverdina sintetasa F
PW7462 pepA Leucina aminopeptidasa
PW7463 pepA Leucina aminopeptidasa
PW7478 €xoS Exoenzima S

PAOI1
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Apéndice C

Preparacion de soluciones y reactivos

Agar Luria Bertani (LB): Pesar 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 5
gramos de NaCl y 15 g de agar bacteriologico. Disolver en 1000 mL de agua
desionizada y calentar a ebullicion durante 1 o 2 minutos hasta su disolucion.
Esterilizar en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Enfriar y distribuir agitando

suavemente.

Medio liquido Luria Bertani (LB): Pesar 10 g de peptona, 5 g de extracto de
levadura y 5 gramos de NaCl. Disolver en 1000 mL de agua desionizada y calentar a
ebullicién durante 1 o 2 minutos hasta su disolucion. Esterilizar en autoclave a 121°

C durante 15 minutos. Enfriar y distribuir en tubos estériles de 13x100 mm.

Agar Eosina azul de metileno (EMB): Suspender 36 g del polvo en 1000 mL de
agua desionizada. Reposar 5 minutos; mezclar, calentando a ebullicion durante 1 0 2
minutos hasta su disolucion. Esterilizar en autoclave a 121° C durante 15 minutos.

Enfriar y distribuir agitando suavemente.

Agar Mac Conkey: Suspender 50 g del polvo en 1000 mL de agua destilada Reposar

5 minutos; mezclar, calentando a ebullicion durante 1 o 2 minutos hasta su disolucion.
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Esterilizar en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Enfriar y distribuir agitando

suavemente.

Agar sangre: Suspender 40 g del polvo en 1000 mL de agua destilada. Dejar reposar
5 minutos y mezclar perfectamente hasta obtener una suspension homogénea.
Calentar con agitacion frecuente y hervir 1 minuto para disolucion total. Esterilizar
en autoclave a 121° C durante 20 minutos. Agregar de 5 a 10% de sangre ovina
desfibrinada estéril al medio previamente esterilizado, fundido y enfriado de 45 a 50

° C. Homogenizar y distribuir en cajas Petri estériles.

Glicerol al 70%: por cada 7mL de glicerol concentrado se adicionan 3mL de agua

desionizada estéril.

PBS 10x: Pesar 80 g de NaCl (1,370 mM), 2 g KCI1 (27 mM), 14.2 g de Na,HPO4
(100 mM), y 2.45 g KH,PO4 (18 mM). Disolver en 800 mL de agua desionizada y
ajustar el pH a 7.4 con HCI. Ajustar el volumen a 1000 mL con agua desionizada y

esterilizar.

PBS 1x: Medir y colocar 100 mL de PBS 10x en 900 mL de agua destilada.

Azul de Tripano diluido: Agregar 990 pL de PBS 1x mas 10 pL del colorante azul

tripano (1 mg/MI).

PMA 40nM: Diluir el PMA 2 mM en 10 pL, adicionando 990 pL. de RPMI.

Sytox® Green diluido: Afiadir 990 pL de PBS 1x mas 10 uL del fluoroforo Syrox®

Green (5 mM).
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