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Resumen

Dado el grave problema que supone la resistencia a los antibidticos en patdgenos
gramnegativos nosocomiales, es urgente hallar nuevas opciones de tratamiento. Estas nuevas
opciones deben estar destinadas, si no a eliminar al patéogeno directamente, al menos si a
reducir la patogenia de la infeccion. Pero para ello, primero es necesario identificar nuevas
dianas susceptibles de ser usadas como terapéuticas. En este sentido, cldsicamente se ha
considerado el peptidoglicano (PGN) de bacterias gramnegativas como un agente poco
influyente en la patogenia, al estar recubierto por otras estructuras como la membrana externa
y el lipopolisacarido. Sin embargo, poco a poco han aparecido trabajos que lo relacionan con
la patogenia autolesiva causada por la respuesta inflamatoria descontrolada que ocurre
habitualmente en respuesta a infecciones agudas nosocomiales como la neumonia y mas atn
las sepsis y shock séptico. Dados los controvertidos indicios publicados acerca de la
implicacion del PGN gramnegativo y la Peptodoglycan Recognition Protein 2 (PGRP2) en
esta situacion, decidimos realizar un estudio para desentranar el potencial papel de esta
proteina como regulador de la inflamacion causada en respuesta a la deteccion del PGN de
gramnegativos, tomando como modelo Pseudomonas aeruginosa. Asi pues, realizaron
estudios de infeccion con Pseudomonas aeruginosa sobre cultivos hepaticos HepG2 que
presentaban la proteina PGRP2 silenciada. Los resultados obtenidos en este aspecto fueron
poco concluyentes, remarcando la necesidad de un mejor protocolo de silenciamiento y de
tiempo de infeccién para poder apreciar diferencias en la inflamacion al comparar cultivos
infectados vs no infectados. Por otro lado, también se realizaron estudios de expresion de 1L-8
sobre células no hepaticas (A549) sobre las que se adiciond no solo el patégeno PAO1, sino
también la proteina PGRP2 purificada (en concentracion fisioldgica y cuatro veces ésta). En
esta linea de experimentos, los resultados fueron mas alentadores, especialmente para la alta
concentracion de PGRP2. En esta linea, los resultados obtenidos parecen sugerir un papel pro-
inflamatorio por parte de la proteina PGRP2, en respuesta a la presencia de P. aeruginosa,
aunque también remarcan la necesidad de mas ensayos. La confirmacion de los resultados
preliminares obtenidos en este trabajo podrian identificar a la proteina PGRP2 como potencial

diana anti-inflamatoria para mejorar el pronostico de infecciones causadas por P. aeruginosa.

Palabras clave: peptidoglicano, PGRP2, Pseudomonas aeruginosa, inflamacion, IL-8,
HepG2, A549, siRNA, LDH.
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1. INTRODUCCION

1.1. Pseudomonas aeruginosa: caracteristicas generales

El género Pseudomonas estd formado por mas de cien especies descritas, formando un grupo
muy heterogéneo tanto a nivel fenotipico como a nivel quimiotaxondémico. La gran mayoria
de las especies de este género presentan un papel muy importante en la biosfera, actuando
como fitopatdgenos, patdgenos humanos y en procesos de desnitrificacion de suelos. Las
bacterias que forman parte de este género son bacilos rectos o ligeramente curvados Gram
negativos, moviles gracias a uno o varios flagelos polares, y aerobios, con un metabolismo
respiratorio muy estricto donde el oxigeno, o en pocas ocasiones el nitrogeno, actia como
receptor final de la cadena de electrones. Gracias a su versatilidad metabolica, el género
Pseudomonas es capaz de colonizar un gran niimero de hébitats tanto marinos, acuaticos
como en el suelo, aunque los principales ambientes donde es encontrado serian los acuaticos
(Verlag et al., 1996; Stover et al., 2000).

Dentro de este género, Pseudomonas
aeruginosa se considera el principal patdogeno
(figura 1). Con un gran genoma, de mas de 6
Mpb, no es de extrafiar su elevada versatilidad

metabdlica y sus numerosos genes intrinsecos

de resistencia a antibioticos. Asi mismo, cabe
destacar el elevado nimero de factores de
virulencia codificados en su genoma, que van Figura 1. Pseudomonas aeruginosa en una imagen de
microscopia electrénica, donde se aprecia su flagelo polar.

desde  factores @ comunes como el

lipopolisacarido, flagelos y pilis hasta toxinas especificas. Entre las exotoxinas que libera P.
aeruginosa, destacan la A y la S, capaces de alterar la organizacion del citoesqueleto celular
y provocar necrosis tisular, asi como de eliminar las inmunoglobulinas A y G,
respectivamente. Otras toxinas (como las codificadas en los genes exo) son inyectadas
directamente al citoplasma de las células diana mediante sistemas de secrecion especializados
(como el tipo III), generando un amplio abanico de consecuencias nocivas para ellas.
Destacan también la produccion de fosfolipasa y la secrecion de un exopolisacarido mucoide
(alginato), fundamental en el estilo de vida en biofilm, tan importante en infecciones cronicas
como las que causa en pacientes con fibrosis quistica. Su hiperproduccion confiere a las
colonias un aspecto mucoide (Robbins, et al., 2015; Ben Haj Khalifa, et al., 201; Delgado-

Iribarren, et al.).
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Una caracteristica comun en la mayoria de cepas de P. aeruginosa es la produccion de
pigmentos fluorescentes bajo la luz ultravioleta, como la pioverdina (tono amarillento).
Algunas cepas pueden producir, ademas, pigmentos especificos como la piocinina (azulado),
la piorubina (rojizo) o la piomelanina (marrén). Asi mismo, también hay cepas que no son
capaces de producir pigmentos. Destacar también su incapacidad de fermentar lactosa y su
positividad frente a las reacciones de oxidasa y catalasa (Stead, 1992).
En cuanto a la morfologia de las colonias, a pesar de su heterogeneidad, se puede decir que P.
aeruginosa forma colonias grandes, aplanadas, con bordes serrados, con un olor caracteristico
durante su crecimiento y a menudo con brillo metalico. La temperatura 6ptima de crecimiento
ronda 30-37°C, pero es capaz de crecer en un elevado rango de temperaturas (20-42°C).
Algunas cepas son capaces de crecer incluso a 4°C.
P. aeruginosa puede infectar un gran numero de organismos, desde plantas, nematodos, e
incluso animales superiores y naturalmente, el hombre. Es una de las principales causas de
infecciones oportunistas y/o nosocomiales en humanos, debido, entre otros factores, a su
elevada capacidad de resistencia a antibidticos y a desinfectantes que si son capaces de
eliminar a otras bacterias de su nicho ecologico. De hecho, su capacidad de supervivencia
sobre superficies inertes y en ambientes humanizados con cierto grado de humedad (grifos,
desagiies, lavabos, soluciones de limpieza, detergentes, las manos del personal sanitario, etc.)
es una de las bases de que sea un microorganismo practicamente imposible de erradicar en el
ambiente hospitalario, lo cual lo convierte en el patdgeno nosocomial por excelencia, como se
vera en el siguiente apartado (Stover et al., 2000).

1.2. Relevancia clinica de Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa es el patdgeno mas importante dentro de su género, especialmente relevante en
el campo de Ila infeccion oportunista, en pacientes hospitalizados, huéspedes
inmunocomprometidos o individuos con fibrosis quistica (FQ). Entre las infecciones causadas
por este patogeno adquiridas a nivel extra-hospitalario se deben destacar algunas infecciones
de la piel y tejidos blandos, como las foliculitis, la queratitis ulcerosa asociada al uso
continuado de lentillas con soluciones de limpieza contaminadas con la bacteria, y la otitis
externa. Normalmente son infecciones no muy graves, a excepcion de la neumonia
extrahospitalaria, que afectaria principalmente a pacientes fumadores expuestos a aerosoles
contaminados por el patogeno, con elevados niveles de mortalidad (Maniatis et al., 1995;

Driscoll, Brody and Kollef, 2007).
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Asi mismo, P. aeruginosa es reconocido por ser el patdgeno hospitalario mas frecuentemente
aislado, siendo por ello una de las principales causas de infecciones nosocomiales. Un 11-
13% de la totalidad de las infecciones nosocomiales son causadas por este patogeno,
aumentando su porcentaje en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). Las infecciones
nosocomiales mas comunes causadas por P. aeruginosa son: la neumonia asociada a la
ventilacion mecanica (VAP), infecciones del tracto urinario o ITUs (9% incidencia en UCI) —
aumentando la incidencia en pacientes con sondas urinarias, que son un punto de posible
crecimiento de biofilm -, infecciones del torrente sanguineo o bacteriemias (derivadas de una
infeccion por catéter o bien por la diseminacién a partir de una infeccion localizada),
infecciones en sitio quirtrgico, infecciones en la piel debido a quemaduras y finalmente,
colonizacién cronica de los pulmones en pacientes que sufren FQ, tema abordado un poco
mas abajo. En pacientes con inmunodeficiencia primaria y secundaria, P. aeruginosa también
juega un papel muy importante. En un estudio realizado por la Dra. B. Green et al., donde se
analizaron 111 pacientes diagnosticados con HIV y hospitalizados por neumonia, se vio que
P. aeruginosa era el patogeno mas aislado en la mayoria de pacientes (Driscoll, Brody and
Kollef, 2007).

Uno de los tipos de infeccion por los que P. aeruginosa es mas conocida, y por ende la mas
estudiada, son las infecciones en el tracto respiratorio, que pueden ser, como se ha citado,
agudas o cronicas. En el caso de la VAP, tipico ejemplo de neumonia nosocomial aguda, el
dispositivo de respiracion artificial, que puede actuar como reservorio del microorganismo en
forma de biofilm, es el medio de entrada de la bacteria al arbol respiratorio inferior del
paciente, donde causa la infeccion. La formacion del biofilm o biopelicula sobre los
dispositivos de ventilacion mecanica, pero también en sondas y catéteres, por sus
caracteristicas estructurales, es dificil de erradicar debido a su elevada resistencia a
antibioticos y desinfectantes, siendo por tanto una de las claves de su capacidad patogénica.
En cuanto a las infecciones respiratorias cronicas, que derivan de una infeccion aguda que no
ha podido ser eliminada, la FQ es la mas estudiada. Los pacientes con FQ tienen una
mutacion en el regulador de membrana CFTR. Dicha mutacién provoca una alteracion en las
secreciones celulares del paciente (jugos digestivos, sudor, moco, etc...), siendo mas viscosas
y salinas. Ello contribuye a un moco dificil de eliminar mecanicamente por parte del epitelio
respiratorio, que actia como medio de cultivo para diferentes especies de bacterias, entre las
que destaca P. aeruginosa. Los patdogenos inhalados colonizan esta via respiratoria alterada,

desencadenando una infeccion respiratoria aguda y una respuesta inflamatoria continua
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incapaz de erradicar la infeccion, e intercalandose con exacerbaciones inflamatorias puntuales
mediadas por sobrecrecimientos bacterianos que dardn lugar a la infeccion cronica y a la
disminucion en la capacidad de la funcion pulmonar del paciente (Gellatly and Hancock,
2018). También en este contexto, y no s6lo sobre superficies inertes como las citadas
anteriormente, P. aeruginosa adquiere un estilo de vida en biofilm (sustentado en la
hiperproduccion de un polimero extracelular denominado alginato), que dificulta claramente
la difusion de componentes del sistema inmune y de antibidticos, lo cual es otro factor que
favorece su persistencia cronica en FQ.

El tratamiento para las infecciones de P. aeruginosa, ya sean nosocomiales o no, supone un
gran desafio debido a la habilidad para desarrollar resistencia a agentes antimicrobianos,
siendo esta capacidad probablemente la caracteristica mas llamativa de P. aeruginosa. La
aparicion de cepas resistentes durante la terapia tiene consecuencias obvias, como el
incremento en el tiempo de hospitalizacion del paciente, lo cual tiene graves repercusiones
econdmicas. Las consecuencias clinicas para el paciente son también obvias, al fracasar el
tratamiento antibidtico y no erradicarse la infeccion. Los mecanismos a través de los cuales P.
aeruginosa adquiere resistencia adicional pueden ser por transmision horizontal de genes de
resistencia (sobre todo genes de Beta-lactamasas) en elementos moviles como plasmidos, o
bien por procesos de mutacion en genes cromosomicos. Estas mutaciones suelen causar la
pérdida de porinas (por las cuales el antibidtico ya no podréd entrar), y/o hiperexpresion de
bombas de expulsion de antibidticos, y/o mutaciones en la diana del propio antibiotico, y/o
finalmente, la hiperproduccion de la Beta-lactamasa cromosomica de P. aeruginosa: AmpC.
Asi P. aeruginosa es capaz de adquirir resistencia a practicamente todos los agentes
antimicrobianos (Lister, Wolter and Hanson, 2009). Por todo ello las infecciones por P.
aeruginosa no son s6lo muy comunes, sino que ademds se han asociado a una elevada
morbilidad y mortalidad, en contraste con otros patégenos (Driscoll, Brody and Kollef, 2007).
Naturalmente, este panorama de incremento constante de resistencia en P. aeruginosa supone
que nos estemos quedando sin antibidticos ttiles contra esta especie, lo cual obliga a abrir
nuevas opciones de tratamiento, como aquellas que pretenden bloquear la virulencia del
patdgeno (terapias anti-virulencia) asi como las que pretenden reducir la inflamacion causada
por la infeccion como una de las bases de la patogenia (Nau, 2005; Dickey, Cheung and Otto,

2017).
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1.3. Relacion patogenia-inflamacion en las enfermedades agudas nosocomiales

La deteccion de patdgenos que invaden nuestro organismo se lleva a cabo a través del
sistema inmune (SI) innato, quien usualmente iniciard una cascada de transduccion de senales
por medio de mediadores quimicos en respuesta. Los mediadores quimicos mas comunes son
las citoquinas inflamatorias, entre las que se destacan: TNF-a, GMCSF, IL-1p, IL-6, IL-8 y
IL-18. De esta forma se responde a la presencia de patdgenos con una respuesta inflamatoria y
una activacion inmunitaria controlada, cuyo objetivo es acabar con la infeccion mediante el
reclutamiento de nuevos componentes del SI que iran llegando al foco de la infeccion. El SI
es capaz de detectar patogenos a través de factores de virulencia intrinsecos como por ejemplo
el peptidoglicano (PGN) y los 4cidos lipoteicoicos de bacterias Gram positivas (BGP) y el
lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram negativas (BGN) (Wang ef al., 2003; Dinarello,
2008). Estos factores son patrones moleculares altamente conservados entre los patogenos y
por ello se denominan PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns). Los PAMPs
pueden entrar facilmente en contacto con las células del huésped al estar expuestos en las
envolturas bacterianas, pero también podrian ser elementos menos expuestos, que son
liberados al medio exterior durante el crecimiento o la lisis activa o pasiva de la bacteria. Asi
seran detectados a través de receptores especificos denominados PRRs (Pattern Recognition
Receptors), encargados de iniciar la mencionada respuesta del SI.

Al igual que hay variedad de PAMPs, existen diferentes tipos de PRRs (Mogensen, 2009).
Los mas notables son: los Toll-like receptors (TLR) 2 y 4, situados en la membrana y cuya
funcién es reconocer el PGN y 4cidos lipoteicoicos de BGP y el LPS de BGN; y los NOD-like
receptors (NOD: Nucleotide-binding Oligomerization Domain), situados en el citoplasma.
Entre los NOD-/ike se debe destacar el papel de NOD1, capaz de reconocer el fragmento de
PGN N-acetil glucosamina- N-acetil murdmico-tripéptido-diaminopimelato (GM-TriDap) y
algunos derivados més cortos, como el dipéptido D-y-glutamil-meso-diaminopimelato
(IEDAP), exclusivos de BGNs. Por otro lado, NOD2 y NLRP1 reconocen el muramil
dipéptido (MDP) comun a BGP y BGN (Mogensen, 2009; Takeuchi and Akira, 2010) (Ver
apartado siguiente y figura 2, en los cuales se muestra la estructura del PGN y los ligandos de
los NOD-like receptors). La unioén de los PAMPs a estos receptores desencadena una cascada
de sefalizacion mediada por el factor nuclear NF-kB y/o el regulador transcripcional AP-1,
culminando en la expresion de citoquinas inflamatorias. El receptor NLRP1, ademds de la
secrecion de citoquinas, también es capaz de inducir muerte celular programada (Cigana et

al., 2011).
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El nivel de la respuesta inflamatoria es muy importante para poder eliminar eficazmente la
infeccion (Mogensen, 2009; Cigana et al., 2011). Cuando los niveles de PAMPs estan bajo
cierto umbral y localizados, las respuestas inflamatorias se producen en un nivel adecuado.
Por el contrario, si estos niveles superan ciertos limites y/o se encuentran diseminados por el
organismo, la respuesta inflamatoria es desmesurada y puede resultar dafiina para el huésped.
Este hecho se debe a que, durante la inflamacién, los macréfagos y otros leucocitos
masivamente reclutados liberaran especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, metalo-proteasas
y serin-proteasas de la matriz extracelular y otros compuestos antimicrobianos que, al hallarse
en una concentracion desmesurada, provocaran dafo tisular y muerte celular en el huésped.
Estos eventos autolesivos, lejos de controlarla, favoreceran la diseminacion de la infeccion y
de la respuesta inflamatoria. El conjunto de todo ello, si se extiende a nivel sistémico,
provocara una hipotension, una hipoperfusion y un fallo multiorganico en el huésped, dando
lugar a lo que se conoce como shock séptico (Hollenberg, 2005; lkegami et al., 2007;
Bragonzi, 2010; Cigana et al., 2011; Qiu and Wong, 2012; Coldewey et al., 2013; Kruger et
al., 2015).
A pesar de toda la informacion que se dispone del proceso de inflamacion, gran parte de los
mecanismos moleculares (tanto del huésped como de los PAMPs que desencadenan la
respuesta) que participan en los procesos de shock séptico en particular, y en la patogenia
inflamatoria de la infeccion nosocomial en general, atin no se comprenden por completo. De
ello podemos deducir que en estas bases moleculares deben existir multitud de dianas
inexploradas susceptibles de ser usadas para el futuro disefio de opciones terapéuticas, que
ataquen no tan solo a la bacteria como patégeno, sino también a las respuestas inflamatorias
descontroladas que se dan en el huésped como consecuencia de la infeccion. Asi, en el
presente trabajo, se propone que una de los elementos que podria participar de forma activa es
el PGN de los BGN, por medio de la activacion de la respuesta inflamatoria en el huésped,
una posibilidad que ha sido clasicamente poco considerada.

1.4. Implicacion del peptidoglicano de las bacterias gramnegativas en la inflamacion.

Receptores humanos para el peptidoglicano

El peptidoglicano (PGN) es un polimero formado por cadenas lineales de disacaridos (N-
acetil glucosamina y N-acetilmuramico unidos mediante enlaces tipo beta), unidas entre si
(“transpeptidadas”) mediante cortas cadenas laterales peptidicas de L y D aminoacidos (ver
figura 2). Este polimero, cuya funcion principal es dar forma y consistencia a la célula, siendo

un soporte para aguantar la presidon osmotica, es mas grueso en las BGP constituyendo
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practicamente la mitad de su pared celular, y no estando protegido por membrana externa. En
BGN, el PGN es mas fino y se encuentra rodeado por el LPS y por la membrana externa. Al
no encontrarse en las células eucariotas, dicho polimero supone una buena diana de

reconocimiento de patégenos para el SI (Dziarski, 2004).
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El metabolismo de sintesis y reciclado del PGN de BGN es muy complejo, liberandose
fragmentos durante la division y el crecimiento de la bacteria (y obviamente tras su lisis). Los
fragmentos pueden ser liberados de forma libre o en forma de vesicula, rodeados de
membrana externa (OMVs), siendo ambas formas detectables por el SI innato del huésped.
Tradicionalmente se han considerado los fragmentos de PGN de BGN como poco importantes
en cuanto al poder de activacion de la respuesta inmune, lo cual es logico, pues los BGN
tienen otros PAMPs mucho més expuestos, como el LPS o bien otras proteinas de membrana
externa que han centrado la atencion en mayor medida. Pero en los tltimos afios esta vision ha
ido cambiando a raiz de una serie de estudios en varios patdgenos BGN, en los que se ha visto
como el PGN no es meramente un soporte estructural para la célula, sino que también tiene
importantes implicaciones para su virulencia (Boneca, 2005; Marc A. Boudreau, Jed. F.
Fisher, 2012; Ferrand and Ferrero, 2013). Asi, por ejemplo, se ha visto que en mutantes
knockout del gen AmpD, imprescindible para el metabolismo de PGN de Sa/monella entérica,

se da una significativa pérdida de la virulencia. La inactivacion de AmpD, ademds de reducir
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la virulencia de las cepas, las hace mas sensibles a la muerte post-fagocitosis al activar en
mayor medida la ruta del NO, de los macréfagos (Folkesson et al., 2005). En esta misma
linea, el equipo de A. Oliver ha realizado un knockout de P. aeruginosa en AmpDh3
(homologo de AmpD), dando también como resultado una disminucion en la virulencia de las
cepas (Moya et al., 2008). Existen otros ejemplos que relacionan el PGN de BGN con la
virulencia, esta vez mas en el campo de la liberaciéon de fragmentos presuntamente pro-
inflamatorios. Asi, por ejemplo en Haemophilus influenzae se ha comprobado que ciertas
modificaciones en los fragmentos de PGN liberados inducen diferentes grados de edema
cerebral en modelos animales de meningitis (Burroughs 1992, 1993). Otro ejemplo lo
constituirian los fragmentos de PGN de Helicobacter pylori, que son enviados a las células
del huésped, ya sea en forma de OMVs o a través del sistema de secrecion tipo IV
dependiente de cag, desencadenando la respuesta inmune y un exceso de inflamacion dafiina
para los tejidos (Viala et al., 2004; Noto and Jr, 2013). Existen otros trabajos en este mismo
contexto, algunos de ellos conocidos desde hace décadas, como es el caso de la citotoxina
traqueal (TCT) de Bordetella pertussis: muropéptido derivado del PGN que causa dafio en los
epitelios respiratorios a través de la respuesta inflamatoria mediada por la masiva secrecion de
interleuquinas por parte del huésped (Heiss ef al., 1993). Similares caracteristicas han sido
descritas para determinados fragmentos del PGN de Neisseria gonorrhoeae y N. meningitidis
(Cloud-hansen et al., 2008; Woodhams et al., 2013). Otros trabajos destacan el papel de
enzimas modificantes del PGN para el correcto ensamblaje y funcionamiento de factores de
virulencia tan importantes como los sistemas de secrecion de toxinas y el flagelo, de lo que
naturalmente se deducirian implicaciones para la inflamacion / patogenia (Scheurwater, Reid
and Clarke, 2008).

Por tanto, a pesar de que la informacion acerca del papel del PGN de los BGN en la virulencia
no es excesivamente abundante, los ejemplos aportados soportan la idea de esta estructura
como potencial mediadora de respuestas por parte del huésped, potencialmente lesivas por un
exceso inflamatorio. En este sentido, los receptores o PRRs humanos para el PGN, como se
ha comentado brevemente en los apartados anteriores, son: NOD1, NOD2 y NLRP1. Estos
receptores detectan productos degradados del PGN, por lo que es necesaria una degradacion
previa para poder ser detectado (Boneca, 2005). El reconocimiento del PGN desencadenara
una respuesta inflamatoria, activada a través de la caspasa-1, que permitirad la secrecion de
citoquinas inflamatorias como: IL-1f, IL-6, IL-8 y TNF-a. Variaciones en la composicion de

los fragmentos de PGN mediaran los niveles de activacion de los receptores tipo NOD, dando
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por ello diferentes niveles de inflamacion. Esto ultimo se ha propuesto como una estrategia de
evasion del SI por parte de P. aeruginosa durante su colonizacidon del tracto respiratorio en
pacientes con FQ. Este hecho permitiria a la bacteria pasar mas inadvertida, pues seria menos
detectada por el SI y por ello se favoreceria su persistencia en el huésped (Travassos et al.,
2005; Bragonzi et al., 2009; Lore et al., 2009; Bianconi et al., 2011, Cigana et al. ,2009). Para
el receptor NLRP1 se tiene poca informacion. Aun si, se debe destacar su capacidad de
inducir la muerte celular programada (una variedad concreta denominada piroptosis, y
mediada por una estructura supramolecular llamada inflamasoma) a parte de su capacidad
para promover la expresion de citoquinas inflamatorias, todo ello presuntamente en respuesta
a la union con MDP (Reubold et al., 2014).

Otros factores innatos de los que disponemos, y que pueden interaccionar con el PGN de los
BGN, son las Peptidoglycan Recognition Proteins (PGRPs) y la lisozima. Estas proteinas
reconocen al PGN pero no son receptores en sentido estricto, sino que son proteinas
supuestamente bactericidas, a través de diferentes mecanismos. Asi, la lisozima es bactericida
gracias a su actividad enzimatica que corta el PGN entre los residuos de N-acetilglucosamina
y N-acetilmuramico. En el caso de las PGRPs, existen cuatro tipos en el cuerpo humano, con
diferentes localizaciones cada una. La PGRP1 se encuentra en los granulos de los neutréfilos;
mientras que la 3 y la 4 se encuentran en las mucosas bucal, digestiva, en la piel y en los ojos.
Estas ultimas, pueden ver inducida su expresion por medio de determinados PAMPs
(Dziarski, 2004). Las PGRP1, 3 y 4 se han descrito como bactericidas gracias a un complejo
mecanismo de induccion de multiples tipos estrés en la bacteria. Sin embargo, aunque in vitro
estas proteinas son capaces de unirse al PGN, no parece que su mecanismo bactericida se base
en una accion directa sobre el mismo, y aunque se conoce la induccion del citado estrés, no
esta clara la base molecular del mismo (Kashyap et al., 2014).

La PGRP2 se produce en el higado, desde donde es vertida en la sangre, llegando a
concentraciones séricas de alrededor de 50 ng/mL en condiciones normales. También se ha
descrito que su expresion es inducible en otros tejidos, como ocurre en keratinocitos o mucosa
bucal (Li et al., 2006; Scholz et al., 2018). A diferencia de las demas, esta ultima PGRP no
presenta una funcion bactericida unanimemente aceptada, sino una funcién enzimatica
amidasa (que romperia los enlaces entre el N-acetil muramico y el péptido lateral), con la
supuesta finalidad de degradar los fragmentos de PGN libres para disminuir su capacidad de
inflamacion (Boneca, 2009; Saha et al., 2010; Lee et al., 2017). No obstante, hoy se tienen

mas datos, algunos de ellos contradictorios, que nos dan pistas acerca de una posible actividad
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reguladora, por parte de PGRP2, sobre la inflamacion en respuesta a la presencia de PGN de
BGN, como se vera en el siguiente apartado.

1.5. Funcion de la Peptidoglycan Recognition Protein 2 (PGRP2) en la regulacion de

la inflamacion

El papel de los receptores de NOD1, NOD2 y NLRP1 durante las infecciones es bastante
conocido, y como se ha visto en los apartados anteriores, se podria resumir en la induccion de
la produccién de citoquinas pro-inflamatorias en respuesta a la presencia de PGN. En cambio,
la funcion de PGRP2 en la respuesta del SI innato frente a la deteccion del PGN de BGN aun
estd poco definida. De hecho, existen pocos trabajos que hayan estudiado el papel de esta
proteina, y ademds arrojan resultados contradictorios. Asi, hay estudios que proponen a
PGRP2 como protectora ante determinadas infecciones o modelos de inflamacion, como por
ejemplo en un modelo de colitis causada por Salmonella entérica serovar Typhimurium en
raton (Lee et al, 2012). En este estudio, se vio como ratones KO en PGRP2 mostraban un
incremento en los niveles de inflamacién causada por la infeccion, y una peor resolucion de la

misma, de manera independiente a NOD1/NOD?2.
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Figura 3. Esquema del papel de PGRP2 en la induccién de artritis. EIl PGN inyectado es capaz de inducir artritis gracias a
la accion de NOD2 (flechas azules); La unién de NOD2 a su ligando, ademas de activar la expresién de citoquinas
inflamatorias, a su vez parece activar la expresion de PGRP2, también imprescindible para la induccién de artritis. El
papel de PGRP2 parece ser el de amplificar la respuesta inflamatoria, promoviendo aiin mas la secrecién de citoquinas
(flechas rojas). Se ha postulado que la propia PGRP2 podria tener un receptor especifico (aun no identificado), y que la
union de PGRP2 con él (independientemente de la actividad amidasa de la proteina) a partir de ciertos umbrales de
concentracién, daria lugar a una cascada de sefales que acabaria por amplificar la expresién de citoquinas pro
inflamatorias. Por otro lado, se ha visto que para Drosophila, PGRP1 parece actuar como un inhibidor de PGRP2, pero
aln no se conocen todos los detalles (Boneca, 2009).
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En un sentido parecido, se ha visto que PGRP2 protege al raton de una inflamacion
“psoriasis-like” cutanea inducida por determinados agentes quimicos, pues la delecion del gen
incremento la gravedad de la inflamacion y el infiltrado de keratinocitos (Lee et al, 2011).

En sentido opuesto, en un modelo murino de queratitis causada por P. aeruginosa (Gowda et
al, 2015), los resultados fueron contrarios, pues la delecioén del gen en los ratones, redujo los
niveles de inflamacién, lo cual se tradujo en una mejor resolucion de la infeccion. En este
mismo sentido, en el trabajo de Saha et al (2009), se demostré que la delecion de PGRP2
imposibilitaba el desarrollo de inflamacion y de artritis inducida por inoculacion de PGN
purificado en raton, de lo cual se podria deducir algun tipo de actividad promotora de la
inflamacion por parte de PGRP2, en respuesta a la deteccién del PGN. En el andlisis de estos
resultados llevado a cabo por Boneca (2009), se apuesta por una potencial capacidad de
PGRP2 de llevar a cabo una funcion “citokina-like”, independiente de su actividad amidasa,
que acabaria por amplificar la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, sumandose a la
propia induccion causada por la deteccion directa de PGN por parte de los receptores NOD.
No obstante, las bases moleculares de este modelo, ilustrado en la figura 3, no han sido
desentrafiadas por el momento, si bien es cierto que se considera aceptado que el papel
“citokina-like” de PGRP2 necesitaria de una estimulacion previa de NOD2 para
desencadenarse. Esta activacion previa de NOD2 por medio de su ligando, a su vez, seria
responsable de inducir la expresion de citoquinas inflamatorias, y de la propia PGRP2 (Saha
2009, Boneca 2009).

Como se ha mencionado anteriormente, en el pasado se habia propuesto que PGRP2, gracias a
su actividad amidasa, se encargaria de degradar fragmentos de PGN libres, para hacerlos
menos inflamatorios. Pero hoy se sabe que la actividad amidasa de PGRP2 le permite actuar
sobre las unidades de GM-TriDap como la estructura mas sencilla que puede reconocer. Asi
pues, seria incapaz de actuar sobre el MDP por ejemplo (Boneca 2009). Ello implica que, a
pesar de liberar tripéptidos rompiendo su enlace con el N-acetilmuramico (a partir del GM-
TriDap o en fragmentos de PGN de superior tamafo), estos tripéptidos seguirian siendo
potentes activadores de NOD-1 (y de la consiguiente respuesta inflamatoria), lo cual, unido a
que el MDP seguiria intacto como ligando de NOD-2. Esto parece descartar la actividad
amidasa de PGRP2 como reguladora de la inflamacion, sefialandola mas bien como so6lo
bactericida (Girardin et al., 2003; Wang et al., 2003; Boneca, 2009; Bobrovsky et al., 2016).
Asi pues, la presunta actividad de PGRP2 como reguladora de la inflamacion, pareceria ser

independiente de su actividad enzimatica amidasa. Por ultimo, aun en relacion con el
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controvertido papel de PGRP2, han aparecido algunos trabajos que la relacionan con
enfermedades inflamatorias/no inflamatorias de caracter cronico y de origen presuntamente
no infeccioso, lo cual afiade mas interés al estudio de esta proteina (Zulfiqar et al., 2013;
Goldman et al., 2014).
De lo expuesto hasta ahora, podemos sacar en claro que existe poca informacion, y ademas
contradictoria, acerca del papel de PGRP2, pero si que se puede intuir un papel regulador de
la inflamacién ante la presencia del PGN. Parece plausible por tanto que, en un sentido u otro,
la accion de PGRP2 pueda cambiar la respuesta inflamatoria (aumentandola o
disminuyéndola), de lo cual podriamos sacar provecho para minimizar las consecuencias
negativas (mediadas por el PGN en concreto, y por la inflamacion auto-lesiva derivada de su
deteccion) de las infecciones causadas por P. aeruginosa (que en este trabajo tomaremos
como modelo), y por otros gramnegativos de interés nosocomial.

1.6. Hipotesis y objetivos del trabajo
Como se ha expuesto a lo largo de la introduccién, debido al problema que suponen las
infecciones agudas nosocomiales por BGN y en especial por P. aeruginosa, (incluyendo por
supuesto el shock séptico), y los escasos tratamientos actuales, hay una urgente necesidad de
descubrir dianas para poder tratarlas, por ejemplo mediante el bloqueo de la respuesta
inflamatoria incontrolada implicada en estas infecciones. EI PGN de BGN ha sido
clasicamente considerado poco importante en el proceso de interaccion con los receptores del
huésped, y por tanto en la inflamacion y patogenia, pero la informacion de estos ultimos afios
parece invalidar cada vez més esta vision. Por ello, se propone en este trabajo a PGRP2 como
una posible diana para inhibir la respuesta inflamatoria derivada del PGN de BGN, mads en
concreto usando como microorganismo modelo a P. aeruginosa. Con este objetivo, se
hipotetiza que la ausencia de dicha proteina deberia resultar en una disminucién de la
inflamacion mediada por la presencia de PGN y con ello, deberian mejorar las consecuencias
clinicas en el huésped de la infeccion.
Para ello, se ha silenciado la expresion de la proteina PGRP2 en células hepaticas HepG2,
para posteriormente infectarlas con P. aeruginosa. Este patdgeno seria el responsable (en
concreto mediante su PGN) de inducir una respuesta inflamatoria que se hipotetiza que seria
menor en las células sin PGRP2. Para completar los resultados de este ensayo, se realizaron
una serie de pruebas en células no hepaticas (A549) a las que se les adicion6 la proteina

PGRP2 y se las infectd con P. aeruginosa. Este ultimo ensayo fue realizado para descartar la
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posibilidad de que el silenciamiento de PGRP2 no fuera correcto y/o insuficiente para poder

evaluar una potencial disminucién en el nivel de inflamacion.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Estirpes bacterianas, cultivos celulares y oligonucledtidos
Las estirpes bacterianas y las lineas celulares utilizadas se resumen en la tabla 1, que se

muestra a continuacion:

Tabla 1. Lista de las estirpes bacterianas y lineas celulares utilizadas

Estirpes Descripcion Fuente
Bacterias
P. aeruginosa PAO1 Cepa tipo usada como Holloway, 1955
referencia en multitud de
trabajos
Lineas celulares
HepG2 Derivada de un carcinoma | Knowles, Chester and Aden,

hepatocelular de un hombre | 1983
caucasico de 15 afios

A549 Células epiteliales | Giard DJ, 1973
pulmonares procedentes de
un hombre caucdsico con
adenocarcinoma alveolar

La descripcion de los oligonucleétidos utilizados en este proyecto se resume en la siguiente

tabla (tabla 2):

Tabla 2. Lista de oligonucleétidos y siRNA utilizada en este trabajo. En el caso de los small interference RNA, se utilizé un
pool de compuesto por cantidades equivalentes de los 4 oligos mostrados.

Oligonucleotido Secuencia (5°23’) Uso Fuente
(Spandidos
PGRP2 forward TCCTACTCGGATTGCTACTGTG RT-PCR et al.,

comprobacion | 2018)

silenciamiento | (Spandidos

PGRP2 reverse AAGTGGTAGAGGCGATTGTGG et al.,
2018)
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PPIB (Cyclophilin B) (Wright et
ACCTTCTGCGGCCGATGAG
forward al., 2018)
PPIB (Cyclophilin B) (Wright et
AGCCAAATCCTTTCTCTCCTG
reverse al., 2018)
siRNA
CCUCGACCUUUACGCUUU
GGGCGCAGGGUCAUAAAUU
Human PGLYRP2
GGCCAUUGCUCCAGAUGUA
General
CCGACAUGACGUACGAGAA
Silenciamiento | Electric-
ACAGCAAAUUCCAUCGUGU
Dharmacon
GAAAGAGCAUCUACGGUGA
Human Cyclophilin B
GAAAGGAUUUGGCUACAAA
GGAAAGACUGUUCCAAAA

2.2. Preparacion de los indculos de Pseudomonas aeruginosa
Los cultivos de P. aeruginosa se llevaron a cabo en SmL de medio LB liquido, en agitacion
(180 rpm) a 37°C, overnight (Sambrook, 1989). Para determinar el ntimero tedrico de
bacterias por mL, se realizaron estimaciones mediante el espectofotdmetro, usando la
equivalencia tedrica: Densidad Optica a 600,,=1 equivalente a 1E° UFC/mL, lo cual se
comprobd por plaqueos de diluciones seriadas y recuentos en LB agar. De esta forma se pudo
ajustar el nimero de UFC con las que se infectd el cultivo celular, siendo deseable en este
experimento una MOI (Multiplicity Of Infection) de aproximadamente 100 con respecto al
namero de células.

2.3. Cultivo celular
La linea celular HepG2 fue adquirida de Sigma-Aldrich y se us6 entre los pases 3 y 30. Esta
linea celular se cultivo rutinariamente en botellas de 175 cm?, en un volumen de 40-45mL de
medio D-MEM (Sigma-Aldrich), suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por
calor, 10 mM de HEPES y 10% de una solucién antibioético-antifungico 1X (BioWest). El dia
previo a los experimentos, se sembrd 1 mL de cultivo celular por pocillo, procedente de las
citadas botellas (tras resuspension mediante tripsina-EDTA 0.25%, lavados con PBS, y
dilucién final) en placas de 24 pocillos (depositando aproximadamente 1x10° células por

pocillo, salvo que se indique lo contrario), que se incubaron durante 24h a 37°C y 5% de CO,.
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La linea A549 fue adquirida de Sigma-Aldrich y también se usé entre los pases 3 y 30. Se
repiti6 el mismo protocolo de pase-cultivo.
En todos los casos, ademas de las células invertidas en los pases a placas de 24 pocillos,
siempre se reservd una proporcion (entre una cuarta/octava parte de las células) para seguir el
cultivo en las botellas de 175 cm”. Los pases se fueron realizando cada varios dias, cuando las
células estaban cercanas a la confluencia. Hay que tener en cuenta que el tiempo de
duplicacion de las células HepG2 es de aproximadamente 48h, y 24h en el caso de las A549,
lo cual obviamente marco la frecuencia de los pases de cada linea.

2.4. Protocolo de silenciamiento con small interfering RNA (siRNA)
El silenciamiento de las células HepG2 (proceden de higado, y por tanto son productoras
constitutivas de PGRP2) se realiz6 siguiendo las recomendaciones del fabricante (General
Electric-Dharmacon) para células en placas de 24 pocillos, tras probar diferentes condiciones
para cada una de las variables [densidad de células por pocillo, concentracion de siRNA,
duracioén de la incubacion con siRNA y concentracion de reactivo Dharmafect (necesario para
que el siRNA entre en las células)]. Tras incubar las células 24h en el medio DMEM antes
mencionado, en las placas de 24 pocillos, se retird dicho medio y se insert6 la mezcla con
siRNA, que se explica a continuacion. Esta mezcla se basa en dos suspensiones: 1) Una
suspension con 2,5 uL/pocillo de mix de siRNA 5 uM con 47,5 uL/pocillo de medio RPMI
(Biowest); 2) 2,5 uL/pocillo de Dharmafect , en suspension con 47,5 uL/pocillo de RPMI.
Para cada pocillo se afiadieron 400 mL de RPMI y 50 pL de cada una de las dos mencionadas
suspensiones (volumen total/pocillo 500 pL). Las concentraciones de células que se
decidieron utilizar fueron aproximadamente de 1E° y 3E* células /pocillo. En todos los casos,
la concentracion final del siRNA fue de 25 nM, y el RPMI usado fue sin rojo-fenol, para
evitar interferencias con ensayos posteriores.
Tras iniciar el silenciamiento se incubaron las células otras 24h a 37°C. Paralelamente a una
condiciéon con mix de siRNA de PGRP2, también se dispuso otra columna de pocillos con
mix de siRNA de Ciclofilina B (pool de siRNA control positivo de silenciamiento,
proporcionado por General Electric-Dharmacon), y por tltimo otra columna de pocillos de
control celular sin silenciamiento.
Es importante no utilizar un medio de suspension (en el pase desde las botellas de 175 cm?)
con ATB/ATF puesto que el Dharmafect permeabiliza la membrana y éstos componentes

antibioticos, si entran en la célula, tienen efectos citotoxicos. Para comprobar la efectividad y
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nivel de silenciamiento se realiz6 una RT-PCR en tiempo real con los oligonucleétidos
descritos en la tabla 2.

2.5. Extraccion de RNA
La cuantificacién del silenciamiento se realizé a partir del RNA, para lo cual se extrajo
utilizando el kit NucleoSpin RNA plus (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del
fabricante, a partir de las monocapas de células (de las placas de 24 pocillos). Dicho kit posee
la caracteristica de eliminar directamente los restos de DNA, siendo por tanto innecesario el
tratamiento con DNAsa. La concentracion de RNA obtenida se calculd mediante el
espectofotdometro NanoDrop ND-1000 Spectophometer (Thermo Scientific), ajustandose a 50
ng/uL para su uso en las RT-PCR en tiempo real.

2.6. Cuantificacion de silenciamiento: RT-PCR en tiempo real
El RNA extraido se utilizé para realizar una RT-PCR en tiempo real (Real time Reverse
Transcription-PCR), para la que se utilizaron los oligonucledtidos definidos en la tabla 2, y el
kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR (Qiagen). La master mix de la PCR contendria, para
cada muestra, 0,4 uL de cada oligonucledtido (de concentracion 10 uM), 0,1 uL de la
retrontranscriptasa Quantiteq RT mix, 3,1 uL de agua sin RNAasas y 5 uL de 2X RT-PCR
master mix. Se realizaron dos master mix, con dos pares de primers diferentes: una con la
pareja del gen PGRP2 y otra con la del gen ciclofilina B. En la placa de RT-PCR se mezcl6 1
uL. de RNA de muestra con 9 uL. de méster mix. El Eco Real-Time PCR System (//lumina)
fue el equipo utilizado para realizar la RT-PCR. Rutinariamente se afiadieron pocillos de
control negativo, sin material genético para comprobar que los reactivos no presentan
contaminacion alguna; asi como también un control con RNA, pero sin retrotranscriptasa,
para comprobar que las muestras estan libres de contaminacion por DNA no deseado.
Los resultados obtenidos sirvieron para la cuantificacion del silenciamiento atendiendo a la

formula 1, descrita a continuacion:

Media ciclos Media ciclos Media ciclos PCR Media ciclos 1
i i | PCR gen control ( )
ACT= PR pocillos __ | PCR pocillos + congen control acillos con
sin siRNA con siRNA de pocillos sin )
siRNA gen

gen interés gen interés siRNA gen interés ; ,
interés

CT = Cycle Threshold. Corresponde al umbral de ciclos a partir del cual el equipo de RT-PCR
detecta fluorescencia del SYBR Green al ser incorporado a los amplicones.

El silenciamiento sera calculado aplicando el resultado obtenido a la formula 2:
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% Silenciamiento = 25¢T ()

Para facilitar los céalculos y el trabajo de laboratorio se considerdé como gen house keeping el
no silenciado en cada caso; es decir, para el calculo del silenciamiento de PGRP2 el gen house
keeping fue ciclofilina B, y viceversa.
De manera general, para cada muestra se repitio la real-time RT-PCR dos veces.

2.7. Protocolo de infeccion
Tras 24 h de incubacion de los cultivos celulares se pas6 a su infeccion con la cepa de P.
aeruginosa PAO1. Para ello se deseaba una multiplicidad de infeccion (MOI) de 100 respecto
a las células, teniendo en cuenta que aproximadamente en cada pocillo habia 1x10° células
(por tanto, se infectd con 1x10” UFC/pocillo).
En el caso de las células HepG2, se infectd tras 24h de silenciamiento, afiadiendo 1x10’
UFCs/pocillo (directamente al medio RPMI antes descrito para el silenciamiento) e incubando
3h a 37°C. Tras la infeccion se midi6 el silenciamiento, tal y como se ha explicado en el
apartado anterior; es decir, se procedio a reservar los sobrenadantes de infeccion por un lado a
-80°C para realizar posteriormente los ensayos de citotoxicidad y ELISA, mientras que la
monocapa de células de cada pocillo fue utilizada para extraer el mRNA para posteriores RT-
PCR en tiempo real.
Para A549, el dia siguiente al pase de las células desde botella a la placa de 24 pocillos
(1x10°células/pocillo), al ser no productoras de PGRP2 se disefid un protocolo diferente con
cuatro condiciones (como paso previo a la infeccion se retird el sobrenadante y se realizd un
lavado con 1 mL de PBS/pocillo, que también fue retirado): a) una condicion control con 0,5
mL de RPMI (sin suero fetal ni rojo fenol, para evitar interferencias con experimentos
posteriores) por pocillo; b) una condiciéon de adicion de PGRP2, anadiendo 0,5 mL de una
suspension del citado RPMI con la proteina PGRP2 (AVIVA Systems Bio) en concentracion
fisioldgica (50 ng/mL); c¢) una condicion de control de infeccion, afiadiendo 0,5 mL de una
suspension de RPMI con 1x10” UFCs de la cepa PAO1 aproximadamente; d) condicion de
estudio de la relacion entre la infeccion y la proteina PGRP2, afiadiendo 0,5 mL de una
suspension con RPMI, PAO1 y PGRP2 (en las mismas concentraciones recién indicadas). Se
dejaron incubar las placas 3h a 37°C.
Tras la incubacion, se recogieron los sobrenadantes y se congelaron (-80°C) hasta realizar los

ensayos de citotoxicidad y liberacion de IL-8. Es importante denotar que el medio RPMI fue
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elegido porque otros, como el D-MEM, en ocasiones se han descrito como causantes de
interferencias con los ensayos a realizar a posteriori.
Ademas, antes de iniciar cualquiera de los ensayos con el sobrenadante, se centrifugaron en
tubos de 1,5 mL (13000 g durante 5 min) para que las bacterias y/o restos celulares que se
podrian haber aspirado precipitasen y no interfiriesen con los ensayos posteriores.
De manera general para todos los experimentos, se infectaron al menos 3 pocillos por
condicidn, en cada una de tres placas trabajadas en 3 dias independientes.

2.8. Ensayo de citotoxicidad
Tras infectar las células con el patogeno, la cepa PAOL1 de P. aeruginosa, se utilizo parte del
sobrenadante para medir su efecto citotoxico. El objetivo de esta prueba era comprobar si los
resultados en la expresion de la proteina PGRP2 (obtenidos por RT-PCR) y/o liberacion de
IL-8 eran a consecuencia del silenciamiento realmente, o debido a la muerte celular causada
por la infeccidn, o incluso por los efectos potencialmente nocivos del Dharmafect y/o de los
siRNA. También se pretendié descartar, mediante este ensayo, que la PGRP2 adicionada al
cultivo A549 pudiese ser nociva para las células.
Para medir la citotoxicidad del sobrenadante, se mide la liberacion de la enzima LDH
citosdlica, como consecuencia de la lisis celular. La LDH liberada se cuantificé por medio del
Cytotoxity Detection Kit PLUS (Roche), basado en un ensayo colorimétrico y siguiendo las
indicaciones del fabricante.
El nivel de citotoxicidad se determin6 como porcentaje respecto de la referencia de lisis total:
pocillos a los que se les habia aplicado un tratamiento con 1 puL de Triton X-100 durante 10
minutos. Tomando este valor como 100%, se aplicé un regla de tres para conocer el nivel de
lisis (citotoxicidad) en cada condicion.

2.9. Ensayo de respuesta inflamatoria (ELISA IL-8)
La respuesta inflamatoria provocada por P. aeruginosa PAO1 sobre los cultivos celulares,
tanto HepG2 como A549, se baso en la medicion de la secrecion de la interleuquina 8 (IL-8)
como marcador. Tras infectar las células con el patdogeno, y pasadas las 3 horas, se tomo el
sobrenadante para medir la concentracion de IL-8 utilizando el Human IL-8/NAP-1 Instant
ELISA kit (eBioscience-Affymetrix), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el caso
de las células HepG2 se realiz6 una dilucion del sobrenadante 1:3, mientras que para las
células A549 se diluy6 a la mitad, para obtener resultados dentro del rango de concentraciones

medible por el kit. Como control se utilizaron células sin infectar. Cabe decir que cada
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muestra se cargd por duplicado en dos pocillos diferentes del ELISA, siguiendo la

recomendacion del fabricante, calculandose la media de los dos pocillos como valor final.
2.10. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico y la representacion grafica se utilizé el software GraphPad Prism

5. Los datos obtenidos en los ensayos descritos anteriormente se representaron en forma de

media con su valor de desviacion estdndar (SD). Asumida la distribucion normal de los

resultados, se realizo un test T student para encontrar diferencias significativas. Se considerd

estadisticamente significativo un valor de p< 0,05.

3. RESULTADOS
3.1. Cultivo celular HepG2

3.1.1. Nivel de silenciamiento

Una vez realizado el silenciamiento, la extracciéon de RNA y las RT-PCRs con las dos parejas
de oligonucleotidos se procedioé al célculo del porcentaje de silenciamiento, para lo cual se
aplicaron conjuntamente las formulas 1 y 2. Cada experimento se realizo paralelamente con
dos concentraciones de células (1E° y 3E* células/pocillo) y se repitid tres veces. Los

resultados obtenidos se resumen en la tabla 3, representada a continuacion:

Tabla 3. Representacion del porcentaje medio de expresion del gen silenciado (siempre respecto de las muestras
procedentes de pocillos con expresion wildtype, es decir, sin siRNA) para cada concentracion de células y cada siRNA
adicionado.

SIRNA % expresidn gen silenciado

Alta concentracion celular  Baja concentracion celular
PGRP2 0,6 0,605
Ciclofilina B 0,61 0,413333333

Tanto el control celular sin silenciar, como el control de RT-PCR sin material genomico
dieron resultados coherentes, dando por validos dichos resultados (datos no mostrados).

Como se puede observar en la tabla, los resultados obtenidos no son muy alentadores, pues se
obtuvo mayor porcentaje de silenciamiento a alta concentracion celular para el silenciamiento
con siRNA de PGRP2. Sin embargo, para el silenciamiento con siRNA con ciclofilina B, se
obtuvo mayor porcentaje de silenciamiento a baja concentracion celular. Por ello, no se pudo
concluir cudl de las dos concentraciones parece ser la mas adecuada para el silenciamiento de
este cultivo celular. Ademas, los valores de silenciamiento fueron bastante pobres, pues el

fabricante recomendaba tomar como aceptables aquellos silenciamientos en los que el pool de
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siRNA control positivo (Ciclofilina B) silenciase como minimo el 80% de la expresion
salvaje del gen, valor al que en ningln caso se llegd en nuestros ensayos.

3.1.2. Nivel de citotoxicidad celular tras el silenciamiento

Con el objetivo de asegurar la viabilidad de las células tras el silenciamiento, es decir,
asegurar que el siRNA y/o el Dharmafect no eran téxicos para las células, se realizaron
ensayos de LDH. Tal y como se explica en apartados anteriores, las absorbancias obtenidas
tras el ensayo se aplicaron tal y como se explica en el apartado 2.8. El ensayo se repiti6 tres
veces. Recordar que tendriamos cuatro condiciones de resultados, atendiendo por una parte al
tipo de siRNA que se les ha adicionado y a la presencia o ausencia de infeccion por parte de
P. aeruginosa PAOI1. La media de los resultados obtenidos se representa en el grafico a

continuacion (figura 4).
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Figura 4. Representacion grafica del ensayo LDH para las células HepG2. Este experimento fue repetido tres veces
independientes (con al menos tres pocillos en cada repeticién) y los resultados que se muestran en el grafico
corresponden a la media y la desviacién estandar del ensayo para cada condicién. Estas condiciones se refieren a
células silenciadas con siRNA de PGRP2 o con siRNA de Ciclofilina B, y en ambos casos hay dos grupos: infectadas con
PAO1 o no. A) Alta concentracién de células HepG2 y B) Baja concentracidn celular. Las células fueron incubadas 24h
previas al silenciamiento, seguidas de 24h de silenciamiento y 3 h de infeccién con PAO1 con una MOI de 100 . Tras la
infeccion se retiraron los sobrenadantes y se congelaron a -802C para su posterior uso en este y otros ensayos. La
concentracion final de siRNA utilizada fue de 25 nM.

Como es obvio y como se puede apreciar en la figura 4, los resultados indican que a mayor
densidad de células, mayor liberacion de LDH se produce, de manera genérica. Por otro lado,
también de manera genérica y como era de esperar, las células infectadas presentaron un nivel
de lisis mayor que las células no infectadas. Aunque aparecieron diferencias en cuanto a la
citotoxicidad causada por un siRNA u otro sobre el cultivo celular, parecen ser causa de la

propia variabilidad experimental.
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3.1.3. Nivel de inflamacién celular tras el silenciamiento

Tras el silenciamiento y la infeccion se realizd un ensayo ELISA, con el objetivo de
determinar la respuesta inflamatoria tras silenciar la proteina PGRP2. De esta forma se quiso
ver si la ausencia de dicha proteina permitiria disminuir la respuesta inflamatoria causada por

PAOI1, siendo ésta directamente proporcional a la expresion de IL-8.
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Figura 5. Representacion grafica del ensayo de respuesta inflamatoria en las células HepG2. Los resultados que se
muestran corresponden a la media de los tres ensayos independientes realizados (con al menos tres pocillos por ensayo y
condicién), teniendo en cuenta que cada muestra se cargd y leyd por duplicado en el ELISA. A) Alta concentracion celular y
B) Baja concentracion celular. La incubacion inicial del cultivo durd 24h, tras las cuales se procedid a un silenciamiento de
24h con una concentracion de siRNA de 25 nM. Tras el silenciamiento se infectaron las células con PAO1 con una MOI de
100 . Tres horas después de la infeccidn se extrajeron los sobrenadantes y se congelaron a -802C. El ensayo de ELISA se
realizé con una dilucion 1/3 de los sobrenadantes guardados.
Como se puede observar en la figura 5, los resultados obtenidos no fueron los esperados. En
el grafico de baja densidad celular (B), no se observa gran diferencia entre las células
infectadas y las no infectadas por PAOI. Lo unico destacable en este grafico seria la ligera
disminucion de la respuesta inflamatoria, tanto en ausencia de PGRP2 como de ciclofilina B.
En el grafico A, si que se observa una coherencia entre adicion o no de la cepa PAOI,
correspondiendo sin embargo a lo contrario a lo esperable, pues las células no infectadas
mostraron una mayor expresion de IL-8, quizas debida a un mayor niamero de células viables,
en comparacion con los pocillos infectados..

3.2. Cultivo celular A549

3.2.1. Nivel de citotoxicidad celular tras adicionar PGRP2

Al igual que el cultivo de HepG2, se realiz6 un ensayo LDH para determinar, en este caso, si
la adicién de la proteina PGRP2 era toxica para el cultivo celular o no. Tras calcular el
porcentaje de LDH como se describe en el apartado 2.8, se pudo generar un nuevo grafico

(figura 6).
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Figura 6. Representacion grafica del ensayo de LDH
para el cultivo celular A549. Se puede apreciar que la
adicion de la proteina PGRP2 no es todxica para el
cultivo. Se utilizé una concentraciéon de PGRP2 de 50
ng/mL. La incubacién inicial durd 24h tras las cuales
se aplicaron las diferentes condiciones. La infeccidon
fue realizada con PAO1 durante 3h con una MOI 100
(1E7 células/pocillo).

Tal y como vemos en la figura 6, se puede deducir
que la adicion de la proteina PGRP2 no es toxica
para el cultivo de A549. Los resultados para las
condiciones donde se afiade la cepa patogena
PAOI son similares para la presencia o no de
PGRP2, por lo que se sugiere que esta proteina no
interferiria en la muerte celular causada por PAOI.
Por otro lado, también es destacable el bajo nivel
de muerte celular causado en general, al infectar
A549 con PAOI; notese que en ningin caso se
llegd a un 5% de la LDH mdéxima, lo cual contrasta
con los valores basales de liberacion de LDH de

las células hepaticas, mucho mas elevados, sobre

todo después de la infeccion con PAO1 en HepG2 (ver apartados anteriores).

3.2.2. Nivel de inflamacién celular tras adicionar PGRP2

El ensayo de citotoxicidad se complementd con un ensayo ELISA para medir la respuesta

inflamatoria asociada a la adicion de la proteina PGRP2. De esta forma se midi6 la expresion

de IL-8 tras la adicion de PGRP2, esperando que la ausencia de esta proteina favoreciera de

alguna forma la disminucion de la respuesta inflamatoria.
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Figura 7. Representacion grafica del ensayo de respuesta inflamatoria en las células A549. Los resultados que se
muestran corresponden a la media de tres ensayos realizados en dias diferentes. Recordar que para cada muestra se
realiza el ensayo duplicado y que en cada ensayo hay mas de una muestra bajo la misma condicion. A) Ensayo realizado
con la concentracion fisioldgica de PGRP2 (25 nM) y B) Ensayo con cuatro veces la concentracion fisioldgica de PGRP2. La
incubacién durd 24h, tras las cuales se infectaron las células correspondientes y/o se adicidn la concentracion de PGRP2
correspondiente. La infeccién durd 3h y se realizé con una MOI de 100 (1E7 células/pocillo).
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El resultado del ensayo de ELISA se muestra en la figura 7. Como se puede comprobar los
resultados obtenidos no dan soporte a nuestra hipotesis sobre la funciéon de PGRP2 en la
regulacion de la respuesta inflamatoria. Esto se debe a que apenas se aprecia diferencia entre
la condicion de PAO1 con o sin PGRP2 (figura 7.A).

Para complementar los ensayos realizados, se decidi6 repetir los experimentos pero
cuadriplicando la concentracion de PGRP2 adicionada (recordar que ésta era la concentracion
fisiologica en suero). Como se aprecia en la figura 7.B, los resultados parecen sugerir que con
una concentracion mas alta de PGRP2 se duplica practicamente la respuesta inflamatoria. Asi,
se sugiere que PGRP2 en concentracion mas alta a la que se halla normalmente en el suero si
que tiene un papel en el aumento de la respuesta inflamatoria. Se debe destacar que este
ultimo ensayo solo se repitid dos veces, por lo que antes de sacar conclusiones concluyentes

se deberian realizar mas repeticiones.

4. DISCUSION

El proyecto actual presenta dos partes diferenciadas por el cultivo celular utilizado y el
protocolo seguido, siguiendo a pesar de ello, el mismo objetivo: determinar el papel de
PGRP2 en la respuesta inflamatoria. En la primera parte del proyecto se utilizaron células
productoras de PGRP2 de forma constitutiva, las células hepaticas HepG2. A estas células se
aplicé un protocolo de silenciamiento, seguido de una infeccion por P. aeruginosa PAOI. Por
otra parte, también se realizaron experimentos sobre células no productoras de PGRP2,
células A549, a las que se les adiciond la proteina purificada y/o infectd6 con PAO1. En ambos
casos el fin fue medir el nivel de expresion de IL-8, directamente proporcional a los niveles de
respuesta inflamatoria.

Cultivo celular HepG2

En primer lugar, destacar la baja inflamacién obtenida tras la infeccion del cultivo HepG2
(ver figura 5) si comparamos los pocillos que han estado infectados y los que no. Este hecho
puede deberse a un periodo de infeccién con PAO1 demasiado corto para este tipo de cultivo
celular. Para dicho cultivo y andlisis de liberacion de IL-8 no se ha establecido ningun
protocolo tipico a seguir a la hora de infectar, sino que en la bibliografia se observa un amplio
rango de tiempos de incubacion atendiendo al patdgeno utilizado. Por ejemplo, en la infeccion
con patdgenos viricos, algunos autores, como Medin o Delpino, aplicaron un tiempo minimo
de incubacion de 2 horas, observandose la mayor diferencia de secrecion de IL 8 entre

cultivos infectados o no, a las 48 horas (Medin and Rothman, 2006; Delpino et al., 2010). En
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el caso de infecciones con agentes patogénicos de origen bacteriano el tiempo de incubacion
es muy disperso. Para las infecciones realizadas con LPS puro se han utilizado tiempos de
incubacion largos de 12 a 24h. Destacar también que los niveles de inflamacién van a
depender de la concentracion de patdégeno que se adiciona; como cabe esperar, a mayor
concentracion menor tiempo de incubacion. En este ultimo caso, Gomez-Quiroz redujo el
tiempo de incubacion del cultivo HepG2 con LPS diez veces concentrado a tan solo 4h. Cabe
sefialar que en este ultimo experimento el objetivo era cuantificar el RNAm, pudiendo ser una
de las razones por las que se redujo el tiempo de infeccion (Goémez-Quiroz et al., 2003; Liu,
Liang and Li, 2010; Xu et al., 2015). Centrandonos en patégenos bacterianos mas similares a
PAOI1, se deben destacar los trabajos realizados por McCord y Gupta, utilizando Bordetella y
E. coli, respectivamente. En la infeccion de los cultivos celulares HepG2 con Bordetella el
periodo de incubacion aplicado fue de treinta minutos, méas una hora de espera antes de
realizar el ensayo de ELISA. En cambio, para la infeccion con E. coli se aplicod un periodo de
incubacion de 4h, obteniendo unos valores de infeccion mas coherentes: las células infectadas
cuadriplicaban los valores de IL-8 obtenidos en el control no infectado (Mccord, Resto-ruiz
and Anderson, 2006; Gupta et al., 2016). A partir de esta bibliografia, y especialmente
centrandonos en los protocolos ya descritos donde se utilizaba un patégeno similar a la PAOI,
se decidi6 aplicar un tiempo de incubacion de 3h. A pesar de que teniamos soporte
bibliografico para que esta incubacion fuese fructifera, los resultados obtenidos sugieren que
el tiempo de incubacion deberia haber sido mayor. La escasa diferencia entre los pocillos
infectados de los que no lo estaban, no permite concluir ninguna hipdtesis sobre el efecto del
silenciamiento sobre la respuesta inflamatoria. Por todo, remarcar que en un futuro se
deberian de repetir los ensayos realizados aumentando el tiempo de infeccion para poder
obtener resultados mas concluyentes.

Otro aspecto a discutir en esta linea experimental es el bajo nivel de silenciamiento obtenido,
pues no se ha podido llegar ni a un 50% de silenciamiento. Los bajos niveles de
silenciamiento se obtuvieron no solo para PGRP2, sino también para el control con Ciclofilina
B, sugiriendo que el problema se debe al tipo de células utilizadas. El cultivo de las células
HepG2 no es sencillo, puesto que son células que requieren un tratamiento muy delicado,
formandose aglomeraciones con facilidad (http://www.hepg2.com/hepg2-cell-transfection/).
Estas aglomeraciones celulares dificultan el crecimiento en monocapa, dificultando por ello la

transfeccion y la entrada de siRNA. Las células aglomeradas podrian actuar como barrera
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protectora para la porcion de células que se encuentren en las capas mas inferiores, siendo por
ello otro factor desfavorable para la infeccion.

Por ello, los experimentos con HepG2 parecen francamente mejorables en el futuro, primero,
en el aspecto del silenciamiento (habrian de conseguirse porcentajes de silenciamiento del
80% como minimo, presumiblemente mejorando la técnica de manejo de estas células,
intentando evitar al maximo la formacion de aglomeraciones). Ademas, dado el relativamente
elevado nivel de citotoxicidad basal en los cultivos HepG2, se puede presumir que su manejo
no fue del todo correcto, lo cual también explicaria los malos rendimientos de silenciamiento.
Asi, el mejor manejo del cultivo de HepG2 deberia mejorar el crecimiento en monocapa,
viabilidad celular y nivel de silenciamiento. En segundo lugar, deberan mejorarse los
protocolos en el aspecto del tiempo de estimulacion con PAO1; en este Gltimo caso, se debera
hallar un tiempo de infeccion tal que permita diferenciar los pocillos infectados de los no
infectados, claramente (cosa que si se ha conseguido con las células A549), en cuanto a la
liberacion de IL-8.

Cultivo celular A549

Los resultados obtenidos para el cultivo celular A549 si parecen ser mds interesantes, aunque
serian necesarias mas réplicas para poder obtener conclusiones mas firmes. Por ello se debe
destacar que en un futuro se deberan realizar mas réplicas experimentales con la finalidad de
refutar o confirmar las conclusiones que sugieren estos resultados.

Los resultados obtenidos donde se aplicod la concentracion fisiologica de PGRP2 no parecen
ser muy concluyentes. Se debe sefialar que la concentracion fisiologica para dicha proteina
fue obtenida a partir de la medicion sanguinea de los niveles de PGRP2 en varios sujetos
[utilizando el ELISA Kit for Peptidoglycan Recognition Protein 2 (PGLYRP2) (Wuhan
USCN-Cloud-Clone Corp)]. La concentracion media obtenida rondaba los 40-50ng/mL (datos
no mostrados) por lo que se opt6 por utilizar una concentracion de 50 ng/mL. Cabe decir que
en la bibliografia no hemos hallado datos acerca de la concentracion sérica habitual de esta
proteina. A pesar de ello, y de que esta concentracién asumida si se podria dar por correcta,
siempre corresponderia a la concentracion de PGRP2 en el suero sanguineo. Es decir, la
concentracion aplicada no corresponderia a la concentracion real de las células hepaticas o de
los tejidos, sino de la secrecion constitutiva de dichas células al torrente sanguineo. Ademas,
la expresion de PGRP2 se ha demostrado que puede ser inducible (por la presencia del
microbio) en determinados tejidos como en los queratinocitos, el epitelio de la coérnea, el

oral... Sugiriendo que en estos tejidos, una infeccion localizada podria resultar en un aumento
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en la concentracion de esta proteina a nivel local (Wang et al., 2005; Li et al., 2006; Hua et
al.,2015; Scholz et al., 2018).

Por todo ello, no deberiamos estancarnos en una concentracion de PGRP2 de 50 ng/mL, sino
pensar también que en los tejidos infectados parece ser que la concentracion aumenta. Incluso
podria ser que la concentracion fuese no tan solo cuatro veces mayor (como es el caso de la
segunda parte de los ensayos que hemos realizado), sino muchisimo mas elevada. De hecho,
en algunos trabajos se ha testado el incremento en el mRNA de PGRP2 en células epiteliales
tras la exposicion a ciertas bacterias, y ese aumento ha sido de cientos o incluso miles de
veces respecto de los cultivos no estimulados (Wang et al., 2005; Li et al., 2006; Hua et al.,
2015; Scholz et al., 2018).

El problema de esta hipotesis es la falta de soporte bibliografico, en cuanto al nivel de
cuantificacion de la concentracion de PGRP2. Es decir, se han realizado cuantificaciones de la
concentracion de PGRP2 en el cultivo celular inducido por la presencia de ciertas bacterias o
productos microbianos, por RT-PCR o por Northern Blot, como se acaba de mencionar, pero
no a través de ELISA (que es como fue realizado en este proyecto). A pesar de ello,
mencionar que estos articulos respaldan el aumento en la concentracion de la proteina para los
tejidos infectados, tal y como se propone en este trabajo.

Asi pues, nuestros resultados con la concentracion de PGRP2 X4 parecen sugerir que la
proteina PGRP2 promueve la inflamacion en presencia de P. aeruginosa, llegando a
duplicarla con respecto a los controles. Si estos resultados se confirmasen, reafirmarian el
papel pro-inflamatorio de PGRP2 en respuesta a la presencia del PGN. De esta forma se
respaldaria el papel descrito por autores como Boneca y Saha, quienes describen una funcion
promotora de la inflamacion para la proteina (figura 3), esencialmente ante la presencia de
PGN o fragmentos de éste (Boneca, 2009; Saha et al., 2009). Aun asi, hay autores que
contradicen los resultados obtenidos, sugiriendo que PGRP2 actuaria como proteina
protectora y anti-inflamatoria. Los estudios realizados por Joouen Lee en ratones infectados
por Salmonella entérica serovar Typhimurium, parecen demostrar que PGRP2 no contribuye a
la inflamaciéon. Los resultados de este ensayo sugieren que PGRP2 actia como anti-
inflamatoria, protegiendo de la inflamacion in vivo, en una ruta NO1-NOD2 dependiente. Asi
mismo, Shin Yon Park et al, realizaron una serie de estudios, también en ratones, con el
objetivo de analizar la proteccion innata de la piel. Dichos estudios, resultaron en una vision

anti-inflamatoria de PGRP2, proteina capaz de limitar la acciéon de los linfocitos Th17.
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Protegiendo de esta forma a la piel contra una inflamacion excesiva (Lee et al., 2012; Park et
al., 2018).

Con los resultados obtenidos, se debe remarcar la falta de firmeza de las conclusiones
extraidas, reivindicando la necesidad de realizar mas réplicas experimentales. Se deberia por
una parte, obtener un mayor porcentaje de silenciamiento génico, asi como tener un periodo
de infeccion mas largo, todo ello en la linea celular HepG2. En cuanto a la linea celular
A459, se deberian realizar mas repeticiones e incluso aumentar mas la concentracion de
PGPR2 (x8, x16...), para poder determinar si hay una correlacion entre la concentracion de
PGRP2 y la expresion de IL-8. Realizar experimentos de induccioén y/o silenciamiento en
cultivo celular de tejidos donde la expresion de PGRP2 es inducible (epitelio oral, cornea,
etc), para poder determinar si hay variacion en el nivel de inflamacion, e incluso comprobar si
PGRP2 es inducible en el epitelio pulmonar (linea A549 precisamente), cosa que nunca se ha
hecho. Incluso se podria estudiar si la concentracion sanguinea de PGRP2 aumenta durante
una sepsis. Si estos resultados confirmasen la hipdtesis propuesta en este trabajo, faltaria
conocer las bases moleculares de la funcion pro-inflamatoria de PGRP2. Faltaria por tltimo
pasar los ensayos realizados a un modelo animal como serian los ratones knock out de
PGRP2. En estos ratones se deberia ver si la infeccion por PAOI tendria unos resultados mas
favorables, refiriéndose a una inflamacion mas controlada y menos dafiina, por ejemplo en un

modelo de neumonia o de sepsis.

5. CONCLUSIONES

Este proyecto se ha centrado en determinar el papel de PGRP2 en la respuesta inflamatoria
ocasionada por el PGN de BGN, en concreto usando P. aeruginosa PAO1 como modelo.
Se han obtenido las siguientes conclusiones:

1. El silenciamiento de la proteina PGRP2 en el cultivo de HepG2 es poco
satisfactorio, siendo posiblemente el principal causante de ello la falta de
crecimiento en monocapa de estas células, es decir, en forma de aglomeraciones.

2. En las condiciones usadas, e independientemente del silenciamiento, no se han
hallado diferencias en la inflamacion de las células HepG2 entre pocillos
infectados/no infectados. Por ello se deberian de aumentar las horas de infeccion
para poder apreciar diferencias en la secrecion de IL-8 entre las células infectadas

versus las no infectadas.
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3. La concentracion fisioldgica (sérica) de PGRP2 aplicada sobre las células A549
parece no tener efecto aparente en cuanto a la regulacion de la respuesta
inflamatoria en respuesta a P. aeruginosa.

4. Cuadriplicando la concentracion de PGRP2 parece causar un incremento
significativo (casi el doble) en cuanto a la expresion de IL-8 por parte de A549
infectadas. Estos resultados sugieren un papel pro-inflamatorio para PGRP2 en
respuesta a la presencia del patogeno P. aeruginosa PAOI. A pesar de ello, las rutas
por la que esta proteina presentaria esta funcion se desconocen.

5. La PGRP2 aplicada externamente sobre el cultivo de A549 no tiene efecto nocivo ni
inflamatorio alguno per se (incluso a concentraciones fisioldgicas 4X).

6. A falta de confirmar resultados, parece ser que la presencia de PGRP2 es pro-
inflamatoria, por lo que se deduce que su silenciamiento seria anti-inflamatorio. Las
repercusiones clinicas de este hallazgo ain se desconocen, puesto que no se sabe
como el silenciamiento de esta proteina podria repercutir en el desarrollo de la
infeccion. La confirmacion de los resultados (silenciar de nuevo las células HepG2,
probar con otros cultivos inducibles, concentraciones mas elevadas de la proteina...)
podrian identificar la proteina PGRP2 como potencial diana anti-inflamatoria para

mejorar el prondstico de infecciones causadas por P. aeruginosa.
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