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ABREVIATURAS:

- LasA elastasa A

- LasB elastasa B

- LB medio de cultivo Luria Bertani

- LBP proteina de unié6n al LPS

- LDH lactato deshidrogenasa

- LPS lipopolisacarido

- MAGUK proteinas guanilato quinasas asociadas a membrana
- MH medio de cultivo Muller-Hinton

- MHC complejo mayor de histocompatibilidad

- MHC moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
- MOI multiplicidad de infeccion

- OprF proteina de membrana externa F

- ORFs marcos abiertos de lectura

- PAMPs patrones moleculares asociados a patdgenos

- PBS tampon fosfato salino

- RET resistencia eléctrica transepitelial

- RR gemelos de arginina

- SIDA sindrome de inmunodeficiencia adquirida

- SST sistema de secrecion de tipo

- Tycélulas T helper

- TLR receptor tipo toll

- TNF factor de necrosis tumoral

- TPS sistemas de dos componentes
- UCI unidad de cuidados intensivos
- UV ultravioleta

- ZO zonula occludens






Publicacion derivada de esta tesis
doctoral:

Barbier, M., Owings, J. P., Martinez-Ramos, I., Damron, F. H., Gomila, R., &
Blazquez, J. (2013). Lysine Trimethylation of EF-Tu Mimics Platelet-
Activating Factor To Initiate Pseudomonas aeruginosa Pneumonia. MBio,
4(3), 1-8.






A mi familia,

en especial a mi padre y a mi madre,
a quienes debo TODO lo que soy hoy.
Gracias por vuestro Amor.






Agradecimientos

¢ Quién me iba a decir a mi que repetir un examen de inmunologia para intentar subir la nota,
me iba a llevar hasta completar un doctorado? Cuando terminé el examen de Septiembre,
Sebastian me ofrecié una beca de once meses, que acepté con mucho gusto y con ganas de
ver lo que se “cocia” en su laboratorio. jNunca olvidaré mi primer dia en el labo! Fue un dia de
corte eléctrico, por lo que tocaba descongelar neveras y limpiar, jmas divertido...! Jaja pero a

partir de ahi sélo se podia ir a mejor, y asi fue.

Lo que me llevé a tomar la decision de que verdaderamente éste era el lugar en el que queria
hacer mi tesis, fue la actitud de Sebastian. Me sorprendié muchisimo su gran implicacion en el
laboratorio y la pasion y dedicacién que demuestra por su trabajo. Ver que el Jefe pasa tanto
tiempo dentro del labo, que se impacienta por saber el resultado de cualquier experimento, por
pequefio que sea, que recuerde el resultado de todos los experimentos realizados, incluso
mejor td misma, eso es frustrante a la par que genial. Me encanté desde el primer dia. Quiero
agradecerle que se fijara en mi como posible doctoranda, que confiase en mis capacidades,
gue me haya ensefiado tantas cosas y que siempre intente despertar en mi ese espiritu critico

y curioso que todo cientifico debe tener.

A continuacion me gustaria citar a mis grandes compis de labo, Mariette Barbier y Laura
Garcia, que desde el primer dia han hecho que me sintiese como en casa. De esta tesis no
s6lo me llevo muchos conocimientos y experiencia laboral, sino que también me llevo dos
grandes amigas, con las que he compartido momentos muy buenos y otros muy amargos.
iChicas, he aprendido muchisimo de vosotras, mil gracias, sois las mejores! De Laura
destacaria su gran dedicacion por el trabajo y capacidad de esfuerzo, y de Mariette su
capacidad de organizacién, prevision y optimizacion. Mariette es mi predecesora
Pseudomaonica y mi gran profe, jte debo mucho!.

También quiero dar las gracias a todos aquellos que han pasado por el laboratorio durante
estos afios. Por orden cronolégico al primero que tengo que agradecer es a Ivan, con el que
comparti mi primer afio de trabajo, fiestas extralaborales y hasta una boda, jenhorabuena
parejal. También quiero agradecer a los becarios colaboradores: Cristina, Julian, Alejandro,
Neus, Alexandra y Sebastian Jr. su ayuda y dedicacién. Tengo que hacer una mencion
especial a dos franceses locos con los que comparti tres meses fantasticos. Por motivos
administrativos me quedé sin estancia en el extranjero, asi que Sebastian decidi6 traerme la
estancia al laboratorio. Y al cientifico-técnico llegaron dos terremotos con los que congenié
desde el principio. Son dos chicos con las ideas claras, muy trabajadores, responsables (sélo
en el puesto de trabajo) y que demostraron una gran implicacion en el laboratorio. Muchisimas
gracias por vuestra colaboracion y por ayudarme a superar mis miedos. Debo decir que ellos
han sido los culpables de que haya superado la barrera (bueno, eso no era una barrera, era

maés bien un muro) que tenia con el inglés. jChicos os echo de menos!



No puedo olvidarme de la ultima “chica Alberti”, Sofia, que llegd cargada de ilusion y frescura,
convirtiéndose en mi cémplice en la recta final de esta tesis, ha sido un gran apoyo y le deseo

lo mejor.

También quiero nombrar a Carlos, el vecino quimico con el que me cruzaba por los pasillos.
Muchas gracias por tantos raptos para merendar, por la compafiia y por las conversaciones tan
amenas. También quiero dar las gracias a todo el personal de los servicios cientifico-técnicos.
Debo citar a Juanmi y Graciella, por darme siempre animos, a Maribel por su apoyo y por
prestarme cada afio sus libros de inglés, sin los cuales no habria podido ir avanzando en la
EOI, a Rosa por su indispensable trabajo en el Maldi, su gran dedicacién y su espiritu curioso.
Quiero agradecer a Teresa su ayuda indispensable en el manejo y tratamiento de los animales.
Es genial observar como alguien que ha trabajado durante afios con animales no pierde el
mimo por ellos. Y a Trinidad, que siempre se ha preocupado por mi y me ha cuidado como lo

gue es, juna Supermamil!

Quiero dar las gracias también al personal de administracién tanto de los servicios
cientificotécnicos como del Mateu Orfila, que han agilizado los tramites y, algo que es de

agradecer, siempre me han atendido con una sonrisa.

También me gustaria dar las gracias al Govern de les llles Balears, por otorgarme la beca

CAIB, y al Ministerio de Educacién por la FPU, que me han permitido realizar este doctorado.

A nivel extra-académico me gustaria agradecer a mis entrenadores y a los compafieros de
vestuario, en especial a mi ex-pareja de Estandar, Jose Javier Le6n, que ha sido muy

comprensivo, puesto que no le he podido dedicarle al baile tantas horas como hubiera debido.

También quiero acordarme de mis nenes de repaso, en especial de Marc y Dani, que se han
esforzado mucho y han sabido adaptarse a mis horarios, teniendo que hacer el repaso muchas
veces a las tantas de la noche. Gracias, estoy muy orgullosa de vosotros, vais a llegar muy

lejos, jestoy segura!

No puedo olvidar a mis AMIGOS. Lo que empez6 siendo una relacion de compafieros de clase
durante la carrera, se ha ido transformando en una amistad solida que seguro perdurara de por
vida. Antonia Oliver, David Sanchez, Raquel Marti y Jaime Fiol, siempre habéis sabido
entender la poca disponibilidad que he tenido para quedar por motivos tanto laborales como
personales. Pero sabéis que siempre me tenéis ahi, igual que yo sé que puedo contar siempre

con vosotros, como ya me habéis demostrado tantas veces.

Gracias también a Ramon, por los paseos en barca y por los “cha-chas” y a Mercedes, por las

cenitas, los salseos y por empatizar tanto conmigo.

También quiero acordarme de Ramén y Eva, que aunque en estos Ultimos afios hemos estado

mas distanciados, sé que siempre estaréis ahi. jOs quiero!



Tengo muchisimo que agradecerle tanto a mi media naranja como a su familia. Mi cielo, Miguel
Juan, que ha sido consciente desde el primer momento de lo importante que esto era para mi,
la culminacién de muchos afios de estudio y dedicacion, y que me ha animado a pasar mas

tiempo con mi otro novio, como €l lo llama, el sefior tesis doctoral. jGracias carifio, te quiero!

He querido dejar para el final a las personas mas importantes, sin las cuales no habria
realizado esta tesis. Ellos son mi familia. Quiero dar las gracias a mis padres. TODO lo que soy
hoy a nivel académico y personal se lo debo a ellos. Se han esforzado lo inimaginable por
darme siempre lo mejor y es algo que nunca podré agradecerles lo suficiente. Mis padres han
creido en mi mucho mas que yo misma, siempre han puesto en mi muchas esperanzas y han
pensado que era capaz de hacer grandes cosas, me han animado en los momentos de bajén y
me han apoyado en todo. Espero no decepcionarles y quiero que sepan que estoy muy
orgullosa de ellos, y deseo que ellos también lo estén de mi. Me gustaria hablar de mi hermano
Jesus, que siempre ha estado a mi lado, siendo comprensivo en los momentos de estudio y
estrés y me ha animado mucho. Y de mi hermano Felipe, que aunque no nos vemos todos los

dias sé que piensa en mi. Gracias por esos dias de pesca tan divertidos.

Y ya para acabar, quiero que quede constancia de que, igual que ocurria cuando estaba
estudiando la carrera, el dia del examen, no era yo la que tenia el examen, sino que en mi casa
lo teniamos todos; tras la lectura de esta tesis, no seré doctora, sino que en mi casa
iSEREMOS DOCTORES!






1
2

4

INDICE

RESUIMENES ...oeiiiiiiieiiieee ettt ettt et ettt e e e et aeeeeeeeeeeete et e ee aaasesssseeeeeeees 17
INEFOAUCCION .. 9
21 PSEUdOMONAS BEIUGINOSA ....ccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt ettt e e e e e eeeeees 11
211 Caracteristicas generales de Pseudomonas aeruginosa............ccccceeveevvveeennn. 11
212 P. @eruginosa COMO PALOGEN0........cuuuieiieea ettt eee e e e e et e e e e ebbbee e eeeaa s 12
INfECCIONES COMUNITAITAS ..eeeveeeiee ettt e e e e e e 13
INfECCIONES NOSOCOMIAIES ... 13

213 Factores de virulencia de P. aeruginOSa..........cuuvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeens 16
SIiStEMAS dE SECIECION ..o 17

Factores de virulencia extracelulares. ...........cccoouiiiiiiiiii e 20

[ o o] 1] [1S7=Tor=T o [o JNU R RRT TR 24

QUOTUM SENSING ... eeeieeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e 26

FlagEI0 . e 27

12T 11 [ o PRSP 27

2.2 L@ PIEL et 29
221 FUNCioNes de 1a PIEl ......ooviiiiiiiiiiiii e 30
222 ESITUCTUIAL ... e et e e e e e e eeas 30
EDIOOIMIS .. s 31

=T 4 0 11 PRSP 33

223 Defensas de 1a ePidermiS..........ouiiviiiiiiiiiiiiiiii e 34
Defensas aportadas por las glandulas sudoriparas...........ccooeeeeeeecenninininiinnnennnn 34

Defensas aportadas por [a MiCrobiota...........cccoouiiiiiiiiiiii s 34

Defensas aportadas por [0S lipid0S CUtANEODS.............uuvuviiiiiiiiiiiiitiiniieeiaiinens 35

Defensas aportadas por 1as CEIUIAS ............uuiiiiiiiiiiiiie e 35

224 UNIONES CRIUIAIES ...ttt et e e e e e eeeeeee 37
Uniones ocluyentes 0 UNioNes eStreChas.........oceuuuvuiiiiiiieiiiii e 37

Uniones de adherencia o uniones intermedias.............ccccuuuviriiiiiiiinnees 38
DESIMOSOMAS ...ttt ettt e et ettt e et e e et et e e e e eba e e aeebaeeenas 38
HEMIAESMOSOMAS .. ..o e e e e e 39

Uniones de hendidura (gap JUNCHONS).......cccoeiiiiiiiiiiiiiiiiit e 39

225 Composicion de 1as UNioNes EStreChas. ..........ooviiuiiiiiieeiiii e 39
Proteinas transmembranales. ...........ccccuuuiiiiiiiiiiin s 40

Proteinas del complejo de unién o Zona Occludens (ZO) ........ccccveveeeeiiiiiiiienen. 41

2.2.6 Composicion de las uniones adherentes ............ccouveeveeeiiiiiiiiiiiiieee e 41

L0 To | o 1= 1] 0 F= LTSRS 41

INEEOMINAS ...t e et e e e e et e e e e et eeeeata e e e eata e eraaaaaes 42

HIPOTESIS ¥ ODJELIVOS .ooviiiiiiiieeeeeee 43
MaALerialeS ¥ MELOUOS .. .uueieiiiiiei ittt ettt e e e e st e e e e e e e nebbree e e e e e eas 47
4.1 Bacterias, plasmidos y medios de CUltiVO.............ueeiiiiiiiiiiiiiie e 49
4.2 Obtencién de antisuero especifico contra EF-TU...........cccccoviiiiiiiiiiiiniiiiiieeee e 50
4.3 Métodos de purificacion y andlisis de proteinas .............eevvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeen 50
43.1 Obtencidn de extractos celulares totales ...........occuuveeeieeiiiiiiiiiiiiieee e 50
4.3.2 Obtencidn de extractos citoplasmaticos y nucleares............cccveveeeeeniiiiiinnnnen. 50
4.3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida.............cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 51
4.3.4 Transferencia Western e inmunodeteccion de proteinas............ccccceeeeeriinnnnes 51
4.3.5 PUrficacion d& EF-TU.........cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiit ettt v aeeeeeeees 53
4.3.6 Espectrometria d& MASAS .......ccueeaiiiiiiiiiiieee i 53
4.3.7 Aislamiento de citoplasmay envolturas...........ccccoeeeiiii, 54
4.3.8 Separacion de la membrana interna y externa de P. aeruginosa .................... 54
4.4 TECNICAS GENELICAS. .. .veeeieeeeeiitiiie ettt e e et e e e e e e e bbb e e e e e e e e ans 55
441 LI = L0150 10 =Tt o T o 57
44.2 El@CIIOPOIACION .....eeeiieeiiiitie ettt e e e e e e e s 58
443 Construccion del mutante deficiente en eftM ..., 58
4.4.4 Construccion de los plasmidos pUCP18ApGw(tufB), pUCP18ApGw(tufBK5A) y
PUCPLBAPGW(ETIM) .. 60

4.5 ENsayos CON CUItIVOS CEIUIAIES .........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 60



© 00 ~NO®

45.1 (I T4 [T W ol=) 111 F=Y SO TR 60

45.2 Ensayos de invasion y transmigracion bacteriana............cccccceeeeeiiiiviiiiiieeeenn. 61
453 Inhibicién de la transmigracion por el antagonista PAFR ............cccccviiiinnne 61
454 Medicion de la viabilidad celular.............cccccoeiiii 62
455 Medicién de la permeabilidad paracelular...............ccccccoviiiiiiiiiiiiieeieeeen 62
4.6 TECNICAS A€ MICTOSCOPIA . .eeeieiiiiiiieieee ettt ettt e ettt e e e ettt e e e e e e e nnbeeeeeens 62
46.1 Microscopia electronica de barrido ...........ocooiiiiiiiiiaiiiiieee e 62
4.6.2 Inmunomicroscopia de flUOrESCENCIA. .........occuuvvieiiieii it 63
4.7 TECNICAS CON ANIMAIES. ... ..ttt e s e s s s aaeeb e ree s e e s s s sssnssnnnsnnnnnes 63
4.7.1 Modelo animal de infeccidn en quEMAadUIaS...........coeevviiieeeiieeiiiiiiieieee e, 63
SIS U ] = To [0 13U SURPPPPRPPP 65
5.1 Construccion de un mutante deficiente en la modificacion de EF-Tu..........cccccc.... 67
5.2 Conservacion del enzima en Otras ESPECIES .......cccuuueeiiiieri ittt e e riiieee e e e 68
5.3 Identificacion de los residuos modificados por EftM en EF-TuU..........ccccceeeviiiinieenn. 69
54 Localizacion celular de EftM. .........ooviiiiiiiiiiiiiii ettt 73
5.5 La trimetilacién de EF-Tu contribuye a la invasiéon de P. aeruginosa y a la
transmigracion de queratinoCitos POIANZAdOS. ..........cciiiiiiiiiiiiiiiie e 76
5.6 P. aeruginosa induce cambios en la expresién de ZO-1 de los queratinocitos......... 78
5.7 Contribucién de PAFR en la transmigracion de P. aeruginosa a través de los
QUETALINOCITOS. .....eeeeeeeeee ettt e et e e e e e e e e e e e 80
5.8 La activacion de NF-kB es necesaria para la alteracion de la barrera epitelial
INAUCIAA POI P. BEIUGINOSA. ...ttt e s 81
5.9 La modificacion de EF-Tu es esencial en la patogénesis de P. aeruginosa en la
infeccion de heridas POr QUEMAAUIAL.........ccoiiiiiiiiiie e e e e e e e e e eeeaaas 83
[T o] U= Lo o [PPSO 85
L070] o o1 [0 1S o] o 1= TR 101
AP BNAICE e, 105

Bl OGIAITa. . e 109



1 Resimenes



Resumen

Introduccion: Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista que causa una gran
variedad de infecciones, entre las que destacan las infecciones respiratorias agudas y cronicas
y las infecciones de heridas por quemaduras. En un trabajo previo, usamos anticuerpos
especificos para detectar la presencia del epitopo de fosforilcolina en la superficie bacteriana
asociado al factor de elongacién Tu (EF-Tu). Identificamos que el gen eftM (Elongation Factor
Tu Modifying enzime) es el responsable de la incorporacion de fosforilcolina a EF-Tu. Ademas
demostramos que este epitopo es crucial para la colonizacion inicial del tracto respiratorio por
P. aeruginosa y el desarrollo de neumonia. En esta tesis hemos investigado la contribucién de
la fosforilcolina en la interaccion de P. aeruginosa con los queratinocitos epidérmicos humanos

y en las infecciones de heridas por quemadura causadas por este patdgeno.

Contenido de la investigacion: La proteina EF-Tu recombinante purificada de un aislado
clinico y de un mutante isogénico desprovisto del gen eftM funcional fue analizada por
espectrometria de masas. El analisis comparativo demostré que el producto de eftM es una
metiltransferasa (EftM) que incorpora tres grupos metilo al residuo 5 de lisina de EF-Tu dando
lugar a un epitopo estructuralmente igual a la fosforilcolina. Mediante la combinacion de
técnicas de fraccionamiento celular, microscopia electrénica e inmunologia, demostramos que
EftM trimetila EF-Tu en el citoplasma, el cual es posteriormente transportado a la membrana
externa, dejando el residuo 5 trimetilado expuesto hacia el exterior. Los ensayos de invasion y
transmigraciéon con cultivos de queratinocitos humanos polarizados infectados con la cepa
parental o el mutante en eftM demostraron que la trimetilacion de EF-Tu media la migracion de
P. aeruginosa a través de la barrera epitelial. Esto es debido a que la cepa parental es capaz
de alterar, de forma mas eficiente que el mutante, la permeabilidad de la barrera epitelial
mediante la reduccién de la expresion de ZO-1, una proteina clave para la integridad del
epitelio. Los ensayos con un antagonista del receptor del factor activador de plaquetas (PAFR)
demostraron que este receptor media la interaccion de P. aeruginosa con los queratinocitos a
través de EF-Tu trimetilado. Sin embargo, la reducciéon de ZO-1 no es debida directamente a la
interaccion EF-Tu-PAFR, sino que esta inducida por la activacién, por parte de P. aeruginosa,
del factor de transcripcion celular NF-kB. Finalmente, los experimentos en un modelo murino de
infeccion por quemadura demostraron que la mutacion de eftM reduce notablemente la

virulencia y la capacidad de diseminacion de P. aeruginosa.

Conclusiones: Se ha identificado el gen eftM, que codifica una nueva metiltransferasa que
incorpora tres grupos metilo al residuo 5 de lisina de EF-Tu. EftM estd muy conservado y
ampliamente distribuido entre especies y es necesario y suficiente para metilar EF-Tu en P.
aeruginosa o en otros sistemas heterélogos. EF-Tu esta en la membrana externa exponiendo
la region N-terminal trimetilada hacia el exterior. Dicha trimetilacion facilita la invasion y
transmigracion bacteriana a través de queratinocitos humanos mediante la interaccién con
PAFR. P. aeruginosa reduce los niveles de proteina ZO-1 incrementando la permeabilidad

paracelular de la barrera epitelial, proceso mediado por la activacion de NF-kB. La carencia de




Resumen

EftM reduce la virulencia de P. aeruginosa en un modelo murino de infeccién de quemadura. La
nueva metiltransferasa podria ser una nueva diana para el disefio de farmacos contra P.

aeruginosa.




Resumen

Introduccio: Pseudomonas aeruginosa €s un patogen oportunista que causa una gran varietat
d’infeccions, entre les quals destaquen les infeccions respiratories agudes i croniques i les
infeccions de ferides per cremada. A un treball previ, varem utilitzar anticossos especifics per
detectar la preséncia de I'epitop de fosforilcolina a la superficie del bacteri associat al factor
d’elongacié Tu (EF-Tu). Varem identificar que el gen eftM (Elongation Factor Tu Modifying
enzime) és el responsable de la incorporacié de fosforilcolina a EF-Tu. A més a més
demostrarem que aquest epitop és clau per la colonitzaci6 inicial del tracte respiratori per P.
aeruginosa i el desenvolupament de pneumonia. En aquesta tesi hem investigat la contribucio
de la fosforilcolina a la interaccio de P. aeruginosa amb els queratinocits epidermics humans i a
les infeccions de ferides per cremades causades per aguest patogen.

Contingut de la recerca: La proteina EF-Tu recombinant purificada d’un aillament clinic i d'un
mutant isogenic desproveit del gen eftM funcional va ser analitzat per espectrometria de
masses. L'analisi comparativa va demostrar que el producte de eftM és una metiltranferasa
(EftM) que incorpora tres grups metil al residu 5 de lisina de EF-Tu donant lloc a un epitop
estructuralment igual a la fosforilcolina. Mitjancant la combinacio de técniques de fraccionament
cel-lular, microscopia electronica i immunologia, hem demostrat que EftM trimetila EF-Tu al
citoplasma, el qual és posteriorment transportat a la membrana externa, deixant el residu 5
trimetilat expossat cap a l'exterior. Els assajos d'invasio i transmigraci6 amb cultius de
queratinocits humans polaritzats infectats amb la soca parental o el mutant d’eftM demostraren
que la trimetilacié d’ EF-Tu facilita la migracion de P. aeruginosa a través de la barrera epitelial.
Aix0 és degut al fet que la soca parental és capac d'alterar, de forma més eficient que el
mutant, la permeabilitat de la barrera epitelial mitjancant la reduccié de I'expressié de ZO-1,
una proteina clau per a la integritat de I'epiteli. Els assajos amb un antagonista del receptor del
factor activador de plaquetes (PAFR) demostraren que aquest receptor actua com a
intermediari en la interaccié de P. aeruginosa amb els queratinocits a través d’EF-Tu trimetilat.
No obstant aix0, la reduccié de ZO-1 no és deguda directament a la interaccié6 EF-Tu-PAFR,
sino que esta induida per l'activacié, per part de P. aeruginosa, del factor de transcripcid
cellular NF-kB. Finalment, els experiments a un model muri d'infecci6 per cremada
demostraren que la mutacié d'eftM redueix la viruléncia i la capacitat de disseminacié de P.
aeruginosa.

Conclusions: S’ha identificat el gen eftM, que codifica una nova metiltransferasa que incorpora
tres grups metil al residu 5 de lisina d’EF-Tu. EftM esta molt conservat i ampliament distribuit
entre espécies i és necessari i suficient per metilar EF-Tu a P. aeruginosa o a altres sistemes
heterolegs. EF-Tu esta a la membrana externa exposant la regié N-terminal trimetilada cap a
I'exterior. Aquesta trimetilacié facilita la invasié i transmigracid bacteriana a través de
queratinocits humans mitjangant la interacci6 amb PAFR. P. aeruginosa redueix els nivells de
proteina ZO-1, incrementant la permeabilitat paracel-lular de la barrera epitelial, procés
mitjangat per I'activacio de NF-kB. La mancanca d"EftM redueix la viruléncia de P. aeruginosa a




Resumen

un model muri d'infeccié de cremada. La nova metiltransferasa podria ser una nova diana pel

disseny de farmacs contra P. aeruginosa.




Resumen

Introduction: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen responsible of a wide
range of infections including acute and chronic respiratory infections and wound burn infections.
In a previous study, we used specific antibodies to detect the presence of the phosphorylcholine
epitope on the bacterial surface linked to the elongation factor Tu (EF-Tu). We identified the
gene eftM (Elongation Factor Tu Modifying enzime) as the responsible of the modification of
EF-Tu with phosphorylcholine. In addition, we demonstrated that this epitope is crucial for initial
colonization of the respiratory tract by P. aeruginosa and for development of pneumonia. In this
Thesis we have investigated the contribution of the phosphorylcholine in the interaction of P.
aeruginosa with the human epidermic keratinocytes and in the burn wound infections caused by

this pathogen.

Research: A tandem mass spectrometry analysis was choosen to compare recombinant EF-Tu
purified from a clinical isolate and from an isogenic eftM deficient mutant. Comparative analysis
shown that the product of eftM, is a methyltransferase (EftM) that transfers three methyl groups
to the lysine residue 5 of EF-Tu resulting in a chemical structure similar to phosphorylcholine.
Through a combination of approaches, including sub-cellular fractionation, electronic
microscopy and immunological techniques, we demonstrated that EftM trymethylates EF-Tu in
the cytoplasm, which is subsequently transported to the outer membrane, leaving the
trimethylated residue 5 exposed outwards. Invasion and transmigration experiments with
cultured human polarized keratinocytes infected with the wild-type strain or the eftM mutant
demonstrated that the trimethylation of EF-Tu mediates the migration of P. aeruginosa through
the epithelial barrier. Accordingly, the wild-type strain increased the paracellular permeability
and reduced the expression of ZO-1, a key protein for the integrity of the epithelial barrier, more
efficiently than the mutant. An antagonist of the platelet activating factor receptor (PAFR)
reduced the invasion and transmigration of the wild type strain but had no effect on the mutant
suggesting that PAFR on the keratinocytes mediates the interaction with the modified EF-Tu.
However, reduction of ZO-1 is not directly due to the interaction EF-Tu-PAFR, but is due to the
activation of the transcription factor NF-kB induced by P. aeruginosa. Finally, we demonstrated
the mutation of eftM impaired the virulence and the dissemination capacity of P. aeruginosa in

murine model of wound burn infection.

Conclusions: We have identified the gen eftM, encoding a novel methyltransferase, which links
three methyl groups to the lysine residue 5 of EF-Tu. EftM is conserved and widely distributed
among different species and is sufficient and necessary to methylate EF-Tu in P. aeruginosa
and other heterologous systems. EF-Tu is on the outer membrane exposing the N-terminal
trimethylated region outward. Trimethylation of EF-Tu promotes invasion and transmigration of
the microorganisms via PAFR. Activation of NF-kB by P. aeruginosa induces the reduction of
Z0-1 and increase the paracellular permeability of the epithelial barrier. Mutation of eftM
reduces the virulence of P. aeruginosa in a murine model of wound burn infection. This opens

up new avenues for the development of new drugs targeting this new methyltransferase.
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2.1 Pseudomonas aeruginosa

2.1.1 Caracteristicas generales de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa pertenece a la clase de las gamma proteobacterias y a la familia
Pseudomonadaceae. Es un bacilo Gram negativo, no formador de esporas, cuyas dimensiones
oscilan entre los 0,5y 0,8um de ancho y los 1,5 y 3um de largo. Es aerdbico, pero puede crecer
en ausencia de oxigeno utilizando el NO; como aceptor de electrones. Es una bacteria de vida
libre, movil gracias a su flagelo polar (figura 1), que la convierte en una potente nadadora en
ambientes acuaticos (Holt et al., 1994). Es oxidasa y catalasa positiva y no fermentadora de la
lactosa. En la naturaleza puede encontrarse como organismo unicelular o formando biofilms
(agrupacién de microorganismos en comunidad, que les confiere ventajas frente a la vida libre,
aportando mayor resistencia a sustancias quimicas agresivas, antibiéticos y a los componentes
del sistema inmunitario cuando estan provocando una infeccion). Es ubicua, capaz de vivir en
una gran variedad de ambientes y de adaptarse a muchos nichos ecolégicos. Se encuentra en
el agua, el suelo, las plantas y los tejidos animales. Tiene la capacidad de utilizar un amplio
rango de compuestos organicos como fuente de nutrientes, lo que le confiere la capacidad de
colonizar habitats en los que éstos son limitados. Su temperatura Optima de crecimiento es
37°C, aunque puede crecer a temperaturas superiores a los 42°C. Ciertas cepas también
presentan crecimiento incluso a 4°C (Zachariah & Liston, 1973). Es resistente a altas

concentraciones de sales y a algunos antisépticos y antibioticos.

Las cepas de P. aeruginosa producen dos tipos de
pigmentos hidrosolubles mayoritarios: la pioverdina
(pigmento de color amarillo-verdoso y fluorescente
cuando se irradia con luz ultravioleta (UV)) vy la
piocianina (color azul). Este ultimo pigmento se
produce en medios con bajo contenido en hierro y el
color azul es caracteristico de las infecciones
supurativas causadas por este microorganismo. P.

aeruginosa también puede producir otros pigmentos

como la piorubina (roja) o la piomelanina (marrén).

Figura 1. Microscopia | paQ1 es, junto con PA14, la cepa mejor caracterizada
electronica de transmision de P. ) ) _ )
aeruginosa, ilustrando su forma | de la especie P. aeruginosa. Fue aislada por primera
bacilary su flagelo polar. vez en 1955 de una herida de un paciente con

guemaduras infectadas. Posee un genoma de

aproximadamente 6,3 millones de pares de bases (estructurado en un Unico cromosoma

circular), que esta completamente secuenciado (Stover et al., 2000) (figura 2). Este gran
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genoma confiere a la bacteria la versatilidad de adaptarse a distintos ambientes. Presenta una
gran cantidad de genes de regulacion, asi como genes relacionados con la locomocién,

transporte y expulsion de sustancias, factores de virulencia, sistemas quimiotacticos (que le

permiten responder a cambios ambientales)
( Origen de replicacion y formacion de biofilm (Fajardo et al., 2008;
Reman et al., 2010). Se estima que el
genoma de P. aeruginosa posee codificados
5.570 genes y presenta unos 550 marcos

abiertos de lectura (ORFs), de los cuales se

desconoce la funcion de més de la mitad; lo

P. asruginosa PAQO1 1500kb - i

e gue muestra la gran complejidad genomica

= - 4500kb

de este microorganismo. Una curiosidad
acerca del genoma de la bacteria, es la
localizacién de los genes que intervienen en
; la virulencia distribuidos a lo largo de todo el
S cromosoma (O'Toole & Kolter, 1998), al
contrario de Ilo que ocurre en otros

de P. aeruginosa PAQOLl. Las secuencias ) )
que codifican  proteinas, RNA de | localizan en las llamadas islas de

transferencia y RNA ribosomico se indican | patogenicidad (regiones de DNA que
en azul, rojo y verde, respectivamente.

contribuyen a la virulencia) (Battle et al.,
2008).

Debido a su gran ubicuidad, ya comentada anteriormente, P. aeruginosa se ha aislado de una
gran variedad de habitats, con predileccion por las zonas himedas (Holt et al., 1994). Dicha
capacidad, hace que este microorganismo sea un problema en el ambito hospitalario. En este
sentido, se han descrito aislamientos en soluciones acuosas, como jabones, soluciones para
lentillas, colirios, fluidos de didlisis, cosméticos, aguas de piscinas y bafios, e incluso en

instrumental hospitalario.

2.1.2 P.aeruginosa como patégeno

Probablemente, los primeros indicios sobre P. aeruginosa como patégeno humano se pueden
encontrar en el afio 1862, cuando Luke observo particulas con forma de barra en el pus verde-
azulado de algunas infecciones. Una coloracion similar habia sido observada también por
Sedillot en apdésitos quirdrgicos. Ahora se sabe que dicho color es debido a los pigmentos
producidos por P. aeruginosa. El microorganismo fue aislado por primera vez en 1882, por
Gessard, de un paciente infectado y fue inicialmente nombrado como Bacillus pyocyaneus.

Las caracteristicas anteriormente enumeradas de P. aeruginosa: ubicuidad, permanencia en el

ambiente, resistencia a los antibioticos, flexibilidad nutricional y de requerimientos metabdlicos,
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ayudan a explicar la frecuencia y éxito con la que ésta actla como patégeno oportunista. P.
aeruginosa no es capaz de infectar a individuos sanos, puesto que no puede atravesar por si
misma la piel, y no es resistente a los componentes de un sistema inmunitario eficiente. Pero
puede encontrarse formando parte de la microbiota normal de un individuo sano, sin causarle
una infeccion. P. aeruginosa ha sido aislada de las axilas, tracto respiratorio, faringe y heces de
individuos sanos. El problema aparece cuando los sistemas corporales de contencién de
microorganismos fallan, rompiéndose las barreras fisicas (heridas, quemaduras,...) y/o
apareciendo una depresion del sistema inmune (pacientes con SIDA, cancer,...). Es en este
momento en el que se producen las infecciones, que se definen como la penetracion,
multiplicacion e invasion de un agente infeccioso en el cuerpo. Ademas, la presencia del

microorganismo en el ambiente le permite una recolonizacién constante.

P. aeruginosa es considerado el principal patdgeno oportunista humano y causa infecciones

tanto en la comunidad como en el ambiente hospitalario.

= |nfecciones comunitarias

Cuando se habla de infecciones en la comunidad o comunitarias se hace referencia a aquellas

infecciones adquiridas fuera del ambiente hospitalario.

P. aeruginosa es responsable de un 10% del total de infecciones adquiridas en la comunidad.
Las infecciones superficiales mas comunes causadas por P. aeruginosa son: foliculitis
(infeccion localizada en el foliculo piloso) y otitis (infeccion de oido), ambas relacionadas con
personas que practican deportes de piscina. Las infecciones profundas del oido son muy
peligrosas, pudiendo llegar a causar dafios craneales (Bhandary et al., 2002). También es
responsable de brotes de neumonia acaecidos en piscinas. Otro tipo de infecciones que causa
son las oculares, asociadas a usuarios de lentes de contacto, ya que este microorganismo
puede sobrevivir en el liquido desinfectante de las lentillas (Lakkis, 2001). También es
responsable de causar intertrigo, infeccion cutanea que se da en zonas corporales con
constante humedad, como entre los dedos de los pies, las ingles o las axilas (Kalkan et al.,
2013). P. aeruginosa también ocasiona infecciones en el tracto urinario y gastrointestinal (Cole
et al., 2014; Yeung & Lee, 1998).

= |nfecciones nosocomiales

El término nosocomial procede del griego “nosokomeain”, que significa “hospital” y a su vez
ésta deriva de la palabra griega “nosos”, que significa “varias enfermedades.” Por tanto, una
infeccién nosocomial se define como aquella infeccién que se da en un paciente, en el que no
existen evidencias de que el agente causal se encontrara presente, o en periodo de incubacion,
en el momento de su ingreso en el hospital y que, por tanto, se ha adquirido en el ambito

hospitalario, aunque su manifestacién se produzca tras la salida del mismo.
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P. aeruginosa es responsable del 10% del total de infecciones nosocomiales y es la 42 bacteria
mas frecuentemente aislada (Diekema et al., 1999). Su presencia en el &mbito hospitalario es
ubicua, y se encuentra contaminando el suelo, las camas, los grifos y las manos del personal
sanitario (Chitkara & Feierabend, 1981). Las infecciones mas habituales y, por tanto mas
estudiadas, son las que provoca en el tracto respiratorio. En este sentido, P. aeruginosa es la
segunda causa de neumonia nosocomial, siendo aislada en el 20% de los casos y so6lo
superada por Staphylococcus aureus (Rello et al., 2003). Esta tasa se incrementa
notablemente en determinadas unidades hospitalarias como, por ejemplo, las Unidades de
Cuidados Intensivos (UCI), en las que P. aeruginosa es el primer agente causal de neumonia
en pacientes con ventilacion mecanica, con una tasa de mortalidad del 50% (Vincent & Jacobs,
2003). En el conjunto de todas las infecciones, P. aeruginosa es el patdgeno Gram negativo
mas frecuentemente aislado en las UCI (10% del total), particularmente en pacientes con
patologias respiratorias, heridas o quemaduras(Lynch, 2001; Mousa, 1997; Vincent & Jacobs,
2003). Las infecciones causadas por este microorganismo se diferencian del resto por su
severidad y dificultad en el tratamiento, debido a la frecuente aparicion de cepas multi-
resistentes a los antibioticos habituales.

Ademas, P. aeruginosa es uno de los principales responsables de las infecciones respiratorias
cronicas. Asi, por ejemplo, este microorganismo es el principal responsable de la morbilidad y
mortalidad en los pacientes con fibrosis quistica (FQ), el 70-80% de estos pacientes estan
infectados por este microorganismo (Lyczak et al.,, 2002); es la causa mas importante de
infecciones crénicas en pacientes con bronquiectasias, donde se asocia con un grave deterioro
de la funcién pulmonar y una peor calidad de vida (Evans & Fiedler, 1996); y es reconocido
como un marcador de inflamacién intensa en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva

Cronica (EPOC) (Hill et al., 2000), una enfermedad muy prevalente en nuestro entorno.

Infecciones de herida por quemadura

Una vez transcurridas las primeras 24-48h después de la quemadura, en las que es vital evitar
la muerte del paciente por shock sistémico, el principal problema pasan a ser las infecciones,
siendo la causa de muerte en un 75% de los casos (Ansermino & Hemsley, 2004; Barrow et al.,
2000; D’Avignon et al., 2010; Fitzwater et al., 2003).

La superficie de la herida provocada por la quemadura es, en principio, estéril, pero en menos
de 48h es colonizada por varios microorganismos, ya que en la superficie de la herida se
acumulan proteinas coaguladas, que sirven de nutrientes, favoreciendo su proliferacion.
Ademas, la situacion se agrava por la disminucion de los mecanismos de defensa fisicos e
inmunolégicos del huésped. En ese sentido, el deterioro de la piel permite que los
microorganismos alcancen el torrente sanguineo abriéndose paso a través del tejido quemado.
Desde el punto de vista inmunoldgico, se reducen los niveles séricos de inmunoglobulinas,

fibronectina y complemento(Deitch et al, 1985; Felts et al, 1999; Hamrahi et al., 2012) y la
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actividad de los neutrdéfilos, monocitos y macréfagos (Jeyapaul et al, 1984). Ademas, se altera
el contenido de los péptidos antimicrobianos naturales, que son producidos en la parte mas

profunda de la piel (Hamrahi et al., 2012).

Las bacterias Gram positivas presentes en las glandulas sudoriparas y en los foliculos pilosos
son las primeras en colonizar las heridas por quemadura, aunque seran rapidamente
reemplazadas por bacterias Gram negativas. Estas bacterias Gram negativas pueden tener un
origen endégeno y proceder del tracto respiratorio o gastrointestinal, o bien pueden provenir de
una fuente exdgena, ya sea del personal sanitario, de los instrumentos o del ambiente (Keen et
al., 2010; Rezaei et al., 2011; Weber & McManus, 2004).

P. aeruginosa es el microorganismo mas aislado de heridas por quemadura(Belba et al., 2013;
Guggenheim et al., 2009; Taneja et al., 2013) y el que con mayor frecuencia causa bacteremia,
lo que indica que P. aeruginosa tiene la capacidad de migrar desde la quemadura hasta la
sangre, diseminandose por todo el organismo del paciente (Dai et al., 2013). La frecuencia con
la que se aisla este patégeno se incrementa notablemente en pacientes con largas estancias
hospitalarias (superiores a dos semanas) o que sufren quemaduras en una extension corporal
superior al 50%, siendo la principal causa de muerte en estos pacientes (Fadeyibi et al., 2013;
Keen et al., 2010).

A la severidad de las infecciones causadas por P. aeruginosa se le une la elevada frecuencia
con la que aparecen aislados resistentes a los antibidticos de uso habitual, como la ceftazidima
o cefotaxima (Zhang et al., 2005). También se ha utilizado la tobramicina, el imipenem o la
polimixina B como alternativa a los tratamientos habituales (Geyik et al., 2003; Rezaei et al.,
2011), aunque en los dltimos afios ha aumentado la frecuencia de cepas de P. aeruginosa
resistentes a estos tratamientos (Jabalameli et al., 2012; Ranjbar et al., 2011). Este hecho

obliga a la busqueda de estrategias alternativas.

Una alternativa a la utilizaciéon de antibiéticos seria la vacunacion para prevenir las infecciones.
En este sentido, se han desarrollado vacunas basadas en la flagelina A, la exotoxina A 'y en el
lipopolisacéarido (LPS), que han demostrado su eficacia en el tratamiento de la infeccion de
guemaduras por P. aeruginosa en modelos animales (Cryz et al., 1984; Faezi et al., 2014;
Manafi et al., 2009). También se han realizado con éxito ensayos clinicos en pacientes con
guemaduras, que han sido inmunizados con vacunas polivalentes o disefiadas especificamente
a partir de proteinas de membrana externa de P. aeruginosa (Bbukowska et al., 1989; Kim et
al., 2000).

Uno de los principales problemas en la infeccion de las quemaduras es el desarrollo de
biofilms, que dificultan su tratamiento. El tratamiento propuesto en estos casos consiste en la
combinacién de diferentes antibidticos (bacitracina, neomicina y polimixina B) en forma de

unglento, para reducir el desarrollo del biofilm (Hammond et al., 2011).
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2.1.3 Factores devirulenciade P. aeruginosa

Tal como hemos mencionado anteriormente, practicamente todas las infecciones causadas por
P. aeruginosa van asociadas a una disminucion de la capacidad defensiva del huésped. Si bien
esta situacion puede conllevar la infeccién por numerosos patdégenos oportunistas, hay tres
tipos de infecciones en las que P. aeruginosa predomina y por tanto, pueden aportar mas
informacién sobre los factores de virulencia que este microorganismo utiliza para convertirse en
uno de los principales patégenos humanos. Estas son; 1) bacteremias en pacientes quemados,
2) infecciones respiratorias cronicas en pacientes con FQ, y 3) queratitis ulcerosa aguda en
usuarios de lentes de contacto. Las observaciones clinicas y la evaluacion experimental en
modelos animales o en ensayos in vitro ha permitido identificar, uno a uno, los factores de
virulencia que P. aeruginosa dispone para causar estas infecciones, lo que ha permitido
entender mejor, a nivel molecular y celular, los mecanismos de patogenicidad de este
microorganismo. La aparicién de las técnicas de andlisis masivo ha confirmado el papel de los
factores de virulencia ya conocidos y ha ampliado la lista de éstos, identificando nuevos
factores potencialmente implicados en la patogénesis de P. aeruginosa.

En este apartado se pretende dar una descripcion de los factores de virulencia de P.
aeruginosa mejor caracterizados, haciendo especial hincapié en aquellos implicados en las

infecciones que se dan en pacientes con quemaduras.
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Figura 3. Principales factores de virulencia de P. aeruginosa.
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=  Sjistemas de secrecion

P. aeruginosa es capaz de manipular la respuesta celular del huésped en su propio beneficio
mediante la accion de una serie de proteinas que pueden ser liberadas al medio externo,
qguedarse unidas a la misma bacteria 0 ser inyectadas en el citoplasma de las células del
huésped. A estos fendmenos les denominamos secreciéon y a los componentes bacterianos
implicados en la secrecion de estas proteinas los conocemos como sistemas de secrecion.
Hasta el momento se han descrito 6 tipos distintos de sistemas de secrecién en las bacterias y
P. aeruginosa dispone de todos excepto del tipo IV (Bleves et al., 2010; Ma et al., 2003). A
continuacion se describen las caracteristicas principales de cada uno y su papel en la virulencia

de este patégeno.

Membrana

: : "” y plasmética eucariota
SST5b SST5a R .
Medio

extracelular

Membrana
externa

Periplasma

Membrana
interna

ATP

SST1 SST5 SST2 sst3 | ssTe Citoplasma

Figura 4. Representacion esquemética de los diferentes sistemas de secrecion de P.
aeruginosa. Cinco de los seis sistemas de secrecion identificados en las bacterias Gram-
negativas estan presentes en P. aeruginosa. El transporte de proteinas a través de la
envoltura bacteriana puede ser subdividida en via independiente de Sec y en via
dependiente de Sec o Tat. En el Sistema de Secrecion Tipo (SST) 2 y el SST5, las
proteinas son primero transportadas al periplasma via Sec o Tat antes de ser expulsadas
fuera por su correspondiente sistema de secrecién. Por su parte, los SST1, 3, y 6 exportan
directamente proteinas desde el citoplasma al exterior.

Sistema de secrecion tipo | (SST1)

El SST1 es el mas simple de los sistemas de secrecion y esta constituido por una proteina de
membrana externa conectada, gracias a una proteina adaptadora, a un sistema transportador
tipo ABC, que proporciona energia para el transporte y que esta insertado en la membrana
interna. En P. aeruginosa se han identificado dos SST1, el sistema Apr y el sistema Has. El

primero estd implicado en la secrecion de la proteasa alcalina Apr, reconocido factor de
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virulencia implicado en varias infecciones (Matsumoto, 2004). El segundo secreta la proteina
HasAp que es un hemdéforo que capta hierro en las primeras etapas del proceso infeccioso
(Wandersman & Delepelaire, 2004).

Sistema de secrecion tipo Il (SST2)

El SST2 es uno de los sistemas mas versatiles que las bacterias Gram-negativas utilizan para
secretar exoproteinas al medio y es Unico en su capacidad para facilitar la translocacion de
exoproteinas multiméricas que se han formado y asociado en el periplasma. P. aeruginosa
dispone de dos SST2; el sistema Xcp y el sistema Hxc, que sélo se expresa en condiciones
limitantes de fosfato. Tal como se puede apreciar en la tabla 1, el sistema Xcp esta implicado
en la secrecion de numerosas exoproteinas implicadas en la virulencia de P. aeruginosa,

algunas de las cuales han sido descritas anteriormente.

Sistema de secrecion tipo I11 (SST3)

Un amplio numero de patégenos estan equipados con SST3 que permite inyectar proteinas
toxicas, llamadas efectores, en el citoplasma de las células del huésped. El contacto entre la
bacteria y la célula eucariota es el estimulo que activa la translocacion de los efectores a
través, tanto de la envoltura bacteriana como de la membrana plasmatica eucariota, en un
mecanismo que consta de un solo paso. Una vez en la célula, los efectores pueden modificar la

respuesta del huésped simulando la actividad de proteinas propias del huésped.

En P. aeruginosa PAO1 hay cinco operones distintos localizados en un solo locus genético que
estan implicados en la biogénesis y control de la maquinaria de secrecion y translocacién del
SST3. En P. aeruginosa el filamento con forma de aguja que inyecta los efectores es un tubo
hueco recto de una longitud de 60-80nm y 7nm de ancho constituido por subunidades de la
proteina PscF. Una vez la aguja estd ensamblada, los efectores son transportados a través de
ella hasta la célula huésped. La lista de efectores inyectados de esta forma en las células
huésped se muestran en la tabla 1. Habitualmente, las cepas de P. aeruginosa presentan
diferentes combinaciones de genes que codifican para distintos efectores. De esta forma,
podemos dividir a las cepas en dos grupos. Las cepas citotdxicas que presentan los genes
exoU, exoT, y algunas veces exaY, y la cepas invasoras que presentan los genes exoS, exoT y
frecuentemente exoY (Wolfgang et al., 2003). En los aislados clinicos la presencia de exoS,
gue es incompatible con exoU, es mas frecuente (Kulasekara et al., 2006). Las cepas
productoras de ExoU causan la muerte celular por necrosis, mientras que las productoras de
ExoS son internalizadas por las células lo que supone la muerte celular por apoptosis (Hauser,
2009). Ademas ExoS y ExoT confieren capacidad antifagocitica a la bacteria gracias a su
accion sobre la actina del citoesqueleto. ExoS y ExoU inhiben la produccidn de interleuquinas

por parte de los macréfagos alveolares y modulan la respuesta inflamatoria.
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Sistema Proteina
secrecion secretada Caracteristicas

SST1 (Apr) AprA (PA1249) Proteasa alcalina
AprX (PA1245) Desconocida
HasAp (PA3407) Proteina de adquisicién del grupo hemo

SST2 (Xcp) LasB (PA3724) Metaloproteinasa (elastasa B)
Las A (PA1871) Metaloproteinasa (elastasa A)
PlcH (PA0844) Fosfolipasa C hemolitica
PIcN (PA3319) Fosfolipasa C no hemolitica
PlcB (PA0026) Fosfolipasa C especifica de fosfatidil-etanolamina
CbpD (PA0852) Proteina de union a la quitina
ToxA (PA1948) Toxina AB, ADP-ribosil transferasa
PmpA (PA0572) Hipotética metaloproteasa
PrpL (PA4175) Endopeptidasa especifica para la lisina (Proteasa V)
LipA (PA2862) Hidrolasa triacil glicerol acil
LipC (PA4813) Lipasa
PhoA (PA3296) Fosfatasa alcalina
PaAP (PA2939) Aminopeptidasa

SST2 (Hxc) LapA (PA0688) Fosfatasa alcalina

SST3 ExoS (PA3841) ADP-ribosil transferasa y prot. activadora Rho y
ExoT (PA0044) GTPasa
ExoY (PA2191) ADP-ribosil transferasa y prot. activadora Rho y

GTPasa
Adenilato ciclasa

SSTha EstA (PA5112) Esterasa

SST5b LepA (PA4540) Exoproteasa
CupB5 (PA4082) Hemaglutinina

SST6 (HSI-I) | Hepl (PA00O85) Formacién de nanotubos

Tabla 1. Sistemas de secrecion presentes en P. aueruginosa
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Sistema de secrecion tipo V (SST5)

El SST5 es uno de los sistemas de secrecion mas simple descritos en bacterias Gram-
negativas. Permite la secrecién de proteinas de gran tamafo que participan en la adhesion y
virulencia de P. aeruginosa. La translocacion de estas proteinas se da en un proceso que
consta de dos pasos. En primer lugar, la proteina cruza la membrana interna, via la maquinaria
de transporte Sec, y, posteriormente es transportada a través de la membrana externa gracias
a una proteina que actda como canal. Las proteinas asi secretadas pueden permanecer unidas
a la bacteria o ser liberadas al medio. Dentro de los SST5 existen dos subtipos; los
autotransportadores (AT) y los sistemas de dos componentes (TPS). EstA es el Unico sistema
de tipo autotransportador bien caracterizado en P. aeruginosa. Se ha demostrado que EstA
esta implicado en la produccion de ramnolipidos, en la movilidad de la bacteria y en la
produccién de biofilm (Wilhelm et al., 2007).

Por su parte, a pesar de que en el genoma de PAO1 se han anotado hasta seis posibles SST5
del tipo TPS, s6lo dos han sido caracterizados. El transportador TpsB4, denominado LepB es
necesario para la secrecion de la proteina LepA que es una proteasa que activa el factor de
transcripcion NF-kB gracias a su interacciéon con los receptores PAR-1, -2, 6 -4 humanos,
estimulando la produccién de citoquinas proinflamatorias (Kida et al., 2008). Por otra parte, el
transportador Tps6 esta implicado en el ensamblaje de la fimbria CupB que puede actuar como

adhesina y esta implicada en la formacion de biofilms (Vallet et al., 2004).

Sistema de secrecion tipo VI (SST6)

Este sistema de secrecion es el Ultimo descubierto en P. aeruginosa aunque esta ampliamente
distribuido entre las bacterias Gram negativas. El genoma de P. aeruginosa presenta 3 locus
gue codifican componentes del SST6 y que se denominan HSI-I, HSI-Il y HSI-llI, con
aproximadamente 20 genes cada uno. La proteina Hcpl es el Gnico producto de secrecion
conocido de este sistema. Se ha detectado esta proteina en el esputo de pacientes con FQ
(Mougous et al., 2006), sin embargo, no se conoce cual es su papel en la virulencia de este

patégeno.

= Factores de virulencia extracelulares
P. aeruginosa produce una amplia variedad de productos que son secretados al exterior y

contribuyen a la patogénesis de la infeccion. Estos incluyen exoproteasas, exotoxinas,

fosfolipasas, fenacinas, fosfatasa alcalina y ramnolipidos entre otros.

Dentro de estos productos cabe sefialar en primer lugar las exoproteasas, entre las que

destacan las proteasas LasA y LasB, también conocidas como elastasas.

La elastasa A es una metaloproteinasa de zinc de 20kDa con actividad elastolitica que actia

predominantemente en los enlaces peptidicos glicina-glicina. Aunque su especificidad reduce

20



Introduccion

su espectro de actuacion, se sabe que puede potenciar la actividad de LasB. Al igual que LasB,
LasA contribuye a la degradacion de las barreras epiteliales y endoteliales. Concretamente,
LasA estimula la liberacion del ectodominio de la glicoproteina sindecano-1 que a su vez
secuestra péptidos antimicrobianos cationicos (Park et al., 2000). Ademas LasA subvierte la
respuesta inflamatoria mediante la formacion de complejos de quimiocinas especificas con los
neutrofilos (Park et al., 2000).

La elastasa B (LasB), es una metaloproteinasa de zinc con capacidad elastolitica y de un peso
molecular de 33kDa que esta codificada por el gen lasB. También conocida como pseudolisina,
LasB es capaz de dafiar los tejidos del huésped a través de la hidrdlisis de los componentes de
la matriz extracelular y por alteracion de las barreras epiteliales y endoteliales mediante el
ataque de las uniones intercelulares (Azghani, 1996; de Bentzmann et al., 2000). In vitro, LasB
degrada numerosos componentes del sistema inmune innato y adaptativo, incluyendo las
proteinas surfactantes Ay D (Mariencheck et al., 2003), citocinas y quimiocinas (TNF-a, IFN-y,
IL-2 e IL-8) (Parmely et al., 1990) y péptidos antibacterianos (Schad et al., 1987). Ademas, la
elastasa B inactiva la inmunoglobulina A secretora, inmunoglobulina G, el componente C3 del
complemento y la lisozima (Diebel et al., 2009; Jacquot et al., 1985; Kharazmi, 1991; Schultz &
Miller, 1974).

Ambas elastasas contribuyen a la diseminaciéon y desenlace fatal de las infecciones en un

modelo murino de infeccién de quemadura (Rumbaugh et al., 1999).

Otro factor de virulencia secretado por P. aeruginosa es la exotoxina A que inhibe la sintesis de
proteinas de las células del huésped por ribosilacién del factor de elongacion 2. Mas del 90%
de los aislados clinicos expresan esta toxina y los niveles altos de expresion se asocian con la
gravedad de la infeccion (Matar et al., 2002), lo que denota la importancia de este factor de
virulencia. En el caso concreto de las infecciones de lesiones por quemadura, Fogle y
colaboradores demostraron que, utilizando un modelo murino, un mutante deficiente en la
produccién de exotoxina A era menos virulento y tenia menor capacidad de diseminacion que
una cepa salvaje (Fogle et al., 2002). Ademas, los anticuerpos neutralizantes de esta toxina
blogueaban eficientemente los efectos de ésta, lo que podria representar una terapia
alternativa a los tratamientos actuales. Aparte de la inmunizacion pasiva, la exotoxina A podria
ser una buena candidata para la elaboracién de vacunas. De hecho la inmunizacion activa con
esta proteina es capaz de conferir hasta un 94% de proteccion frente a la infeccion por P.

aeruginosa en un modelo murino de lesién por quemadura (Manafi et al., 2009).

La piocianina es un metabolito secundario azul secretado como toxina por P. aeruginosa. A pH
sanguineo es zwiterionico lo que le confiere la capacidad de atravesar la membrana plasmética
celular. Este compuesto es letal para las células debido a su marcado caracter oxidativo, pero
ademas inhibe la produccién de aniones superéxido en los neutrofilos, la diferenciacion de los

linfocitos, el movimiento ciliar de las células broncoepiteliales y la sintesis de citoquinas en los
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macroéfagos alveolares. En el caso particular de las lesiones por quemaduras se ha podido
detectar la presencia de esta toxina en los exudados de las heridas infectadas y se ha
demostrado que induce la senescencia prematura de las células del huésped lo que dificulta y

retrasa la reparacion de la lesion (Muller et al., 2009).

Sistemas de captura de hierro

Las bacterias necesitan hierro como cofactor para la actividad de varios enzimas vitales. La
capacidad de los micoorganismos para captar hierro en el huésped es un factor que limita el
progreso del proceso infeccioso. Durante la infeccién, los patégenos compiten con el huésped
por el hierro que esta asociado a proteinas como la transferrina, la lactoferrina, la ferritina o la
hemoglobina. P. aeruginosa dispone de varios componentes con capacidad quelante del hierro,
conocidos genéricamente como sideroforos, tales como la pioverdina o la pioquelina (Létoffé et
al., 1998). En un estudio reciente en el que se estudiaron los genes expresados por P.
aeruginosa durante la infeccién de una herida por quemadura se identificé la sobreexpresion de
los sistemas de adquisicion de hierro, lo que indica su importancia en este proceso (Bielecki et
al., 2011).

La pioverdina es un sideroforo fluorescente que esta compuesto por tres partes; un cromaéforo
derivado de 2,3-diamino-6,7-dihydroxiquinolina, un péptido de ocho aminoéacidos unidos al
grupo carboxilo del croméforo y un acido dicarboxilico o una amida dicarboxilica unida al
carbono 3 del croméforo (Demange et al., 1990) Ademas de captar hierro, la pioverdina esta
implicada en el control de la formacion de biofilm y en la regulacién de la expresién de otros
factores de virulencia (Lamont et al., 2002). Hasta la fecha se desconoce el mecanismo de
secrecion de este siderdéforo pero se ha identificado al receptor FpvA como responsable de la
captacion del siderdforo una vez ha quelado el hierro (Schalk et al., 2001).

La pioquelina, que quimicamente es acido (2-o-hidroxifenil-2-tiazolin-4-il)-3-metil-tiazolidina-4-
carboxilico, utiliza a FptA como receptor especifico presente en la membrana externa para su
entrada en la bacteria. Los mutantes deficientes en la expresién de este sideroéforo no son
capaces de diseminarse desde la piel hacia la sangre u otros 6rganos en un modelo de
infeccion por quemadura. Como consecuencia, la tasa de mortalidad de los ratones infectados
con estos mutantes es menor que la de las cepas parentales (Sokol & Tn, 1987).
Probablemente, el efecto de la pioquelina sobre la virulencia de P. aeruginosa soélo esté basado
en la capacidad de este sideréforo para estimular el crecimiento del microorganismo gracias a

la solubilizacién y captacion de hierro.

Alginato

P. aeruginosa es capaz de producir un exopolisacarido o capsula de alginato. El alginato es un
copolimero lineal cargado negativamente con enlaces (-1,4 de acido D-manurénico y su

epimero C-5, acido L-glucurénico (Linker & Jones, 1966), el cual es sintetizado a partir de un
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precursor (acido guanosina-difosfato manurénico) por los enzimas codificados por los genes
algA, algC, y algD (Govan & Deretic, 1996). El precursor es polimerizado y transportado a
través de la membrana interna gracias a la accién de los productos de los genes alg44 y alg8
(Maharaj et al., 1993), y algunos de los residuos de &cido manurénico son epimerizados a
acido glucurénico gracias a la C5 epimerasa codificada por algG (Franklin et al., 1994). Aunque
la sintesis del precursor del alginato es bien conocida, existen lagunas en el conocimiento de
los procesos de epimerizacion, modificacion y transporte de este polisacarido. Se sabe que los
genes algF, algl, algJ, algK, algL y algX participan en la modificacide la membrana externa
(Ramsey & Wozniak, 2005). La sintesis de alginato estd controlada a nivel transcripcional y
post-transcripcional. La expresion del operén biosintético del alginato (algD-algA) esta
regulado, principalmente, por el promotor de algD. Un elemento clave en la produccion de
alginato es AlgT, que induce la expresion de algD e incrementa la produccion de proteinas
reguladoras que activan la transcripcion de algD como son AlgR o AlgB (Martin et al., 1993).
Ademas, AlgT inhibe los productos de los genes mucA y mucB que tiene un efecto contrario,
desregular la expresion de algT y sobreproducir alginato. En este sentido, la mayor parte de
cepas muy capsuladas o mucoides presentan mutaciones estables en los genes mucA o mucB
(Boucher et al., 1997).

El alginato es el principal factor de virulencia en las infecciones respiratorias cronicas por P.
aeruginosa (Pedersen et al., 1990). El alginato confiere a la bacteria resistencia frente a la
accion de los fagocitos del tracto respiratorio y frente a la opsonizacion por el complemento o
los anticuerpos, ademdas de ser muy poco inmunogénico (Pier et al., 2001). También esta
implicado en la modulacion de la interaccion de la bacteria con las células epiteliales y en la
induccién de la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias, mucina y lisozima por parte del

epitelio respiratorio (Kishioka et al., 1999).

En contraposicién con las infecciones respiratorias cronicas, el alginato no parece ser un factor
de virulencia crucial en las infecciones por quemaduras. En este sentido, un mutante deficiente
en algC, derivado de la cepa PAOL, fue tan virulento como la cepa parental PAO1 en un

modelo murino de infeccion por quemadura (Goldberg et al., 1995).

Polisacarido Psl y Pel

Psl y Pel son exopolisacaridos que actdan como “pegamento molecular”, formando uniones
célula-célula y célula-superficie (Ma et al., 2006). Estas moléculas tienen un papel muy
importante en la etapa inicial de formacion del biofiim y en el mantenimiento del mismo.
También se les adjudica un papel protector frente a la fagocitosis por neutréfilos (Mishra et al.,
2012) y frente a los antibidticos (Yang et al., 2011). A nivel estructural Psl, que es el mas
estudiado, se compone de pentasacaridos ramificados, constituidos por monémeros de D-

glucosa, D-manosa y L-ramnosa (Byrd et al., 2009).
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Ambos polisacéridos han sido identificados tanto en cepas mucoides, como en no mucoides,
tomando especial relevancia en estas Ultimas, debido a su carencia en la produccion de
alginato (L. Ma et al., 2009). La sintesis de Pel y Psl es un proceso complejo, ya que esta
codificada en dos operones compuestos por 7 y 12 genes respectivamente, con puntos de
control a distintos niveles. Las mutaciones que impiden la sintesis de cualquiera de los dos
exopolisacaridos, son compensadas por un incremento de la expresion del otro polimero
(Colvin et al., 2012).

= Lipopolisacarido
El lipopolisacéarido (LPS) es el principal componente de la membrana externa de P. aeruginosa
y contribuye a mantener la integridad estructural de ésta. La estructura del LPS de este
microorganismo es el tipico de una bacteria Gram negativa y esta compuesto de lipido A, el

nucleo o core y el antigeno O (figura 6).

El lipido A es el anclaje hidrofébico del LPS y su estructura béasica contiene diglucosamina
bifosfato. El lipido A puede estar pentaacilado, como ocurre en el 75% de las cepas de
laboratorio, o hexaacilado, como se da en practicamente todas las cepas procedentes de
pacientes con FQ (Pier, 2007). El nlcleo esta unido al lipido A por una regién relativamente
conservada que se denomina nucleo interno y que esta compuesto por dos residuos de acido
D-mano-oct-2-ulosonico y dos residuos de L-glicero-D-manosa-heptosa (Bystrova et al., 2003),
a menudo fosforilado con un grupo 7-O-carbamil unido al segundo residuo de heptosa. Se ha
demostrado que el nucleo interno es esencial para la viabilidad de P. aeruginosa, en este
sentido una mutacion en el gen waaP, que fosforila el primer residuo de heptosa es letal para la
bacteria (Walsh et al., 2000).

El nicleo externo se sintetiza como dos glicoformas distintas que contienen un residuo de
galactasomina unida a una alanina en posicion N, tres residuos de D-glucosa y un residuo de
L-ramnosa, cuya posicion difiere en las dos glicoformas. Solamente una de las dos glicoformas
tiene la capacidad de unirse al antigeno O. Los grupos hidroxilo de estos azlcares suelen estar

O-acetilados.

Unido al ndcleo externo se encuentra el antigeno O que esta formado por la repeticion de
unidades de 3-4 monosacaridos, excepto el serotipo O7 que estd compuesto por unidades
disacaridicas. Los azUcares que tipicamente podemos encontrar formando parte de la cadena
O en el LPS de P. aeruginosa incluyen derivados de distintos aminoazicares acilados en
posicion N junto con ramnosa. El antigeno O permite establecer distintos serotipos atendiendo
a los distintos anticuerpos especificos para cada una de las variantes quimicas que conforman
este polimero. Los aislados de pacientes con infecciones cronicas generalmente no sintetizan
cadena O, es decir, presentan un LPS rugoso, en contraposicion con las cepas que sintetizan

cadena O que presentan un LPS liso.
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El LPS contribuye a la patogénesis de las infecciones por P. aeruginosa y esta implicado en la

interaccion con receptores celulares o componentes humorales del huésped.

El lipido A, por ejemplo, es reconocido por el receptor Toll-like 4 (TLR-4) y por la proteina que
une LPS (LPS Binding Protein, LBP). El LPS unido a la LBP es transferido a la proteina de
membrana CD14. El LPS también interacciona con los adaptadores MyD88 y TRIF, y con la
proteina CFTR presente en las células epiteliales. En general, todas estas interacciones
conllevan la activacion de factores de transcripcion del huésped, habitualmente NF-kB, con la
consiguiente produccién de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a. En su
conjunto, estas interacciones modulan la respuesta inflamatoria del huésped por parte de P.
aeruginosa lo que puede determinar el resultado final del proceso infeccioso (Gerald B Pier,
2007).

Desde hace tiempo se sabe que, en las infecciones agudas causadas por P. aeruginosa, la
presencia del antigeno O es esencial para la virulencia del microorganismo. Existen numerosas
evidencias experimentales en este sentido (Cryz et al., 1984; Ohno et al., 1995), incluyendo los
estudios realizados por Goldberg y colaboradores en un modelo murino de infeccién por
guemadura (Goldberg et al., 1995). La importancia del antigeno O del LPS en las infecciones
agudas radica en que es necesario para que P. aeruginosa pueda diseminarse de forma
sistémica dado que confiere resistencia al complemento (Pier et al., 1984). En este sentido las

cepas “rugosas” desprovistas de antigeno O son rapidamente eliminadas por la ac

cion del suero y, probablemente s6lo pueden existir en areas donde los niveles de

complemento son muy bajos, como sucede en el pulmén de los pacientes con FQ.

LPS “liso”

LPS “rugoso”

O O

|

Kde

|| NGcleo | || | Nacleo [
externo interno

\—| Antigeno O }—l \_| Ntcleo I_l |-| Lipido A I_l

Figura 5. Esquema de la estructura quimica general del LPS de P. aeruginosa. Los
LPS “rugosos” solamente presentan lipido A y nucleo, mientras que los LPS “lisos”
presentan los tres componentes tipicos: lipido A, nucleo y antigeno O. Los pentagonos
representan monosacaridos, los circulos y las cadenas rojas representan grupos fosfato y
cadenas de &cidos arasos. respectivamente.
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Dada la importancia del antigeno O en las infecciones agudas causadas por P. aeruginosa, se
ha propuesto que este antigeno podria ser un buen candidato para el desarrollo de una vacuna
eficaz. En los dltimos 40 afios se han realizado numerosos intentos para formular una vacuna
basada en este antigeno y en todos los casos se ha fracasado debido a su escasa

inmunogenicidad y a su elevada toxicidad (Pier, 2007).

=  Quorum sensing

El quorum sensing es un mecanismo de sefializacion intercelular que permite a las bacterias
coordinar la expresion de genes importantes para la adaptacion al ambiente cuando la
densidad de la poblacion bacteriana alcanza un cierto grado. En las bacterias Gram negativas
la sefalizacion es llevada a cabo por pequefias moléculas que son capaces de difundir a través
de la membrana bacteriana y controlar la expresion de determinados genes. A estas moléculas
se les denomina autoinductores. En P. aeruginosa se conocen tres sistemas de quorum
sensing (para una revision exhaustiva ver: (Rumbaugh et al., 2000; Rutherford & Bassler,
2012). El sistema las, en el que el autoinductor es la N-3-(oxododecanoil)-L-homoserina
lactona, el sistema rhl, en el que el inductor es la N-butiril-L-homoserina-lactona, y el sistema
PQS cuyo autoinductor es la 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona. Cuando las moléculas
autoinductoras se acumulan, éstas se unen a sus respectivos activadores transcripcionales,
lasR, rhIR y pgsR. Los sistemas de quorum sensing de P. aeruginosa controlan la expresién de
més de 100 genes distintos, varios de ellos implicados en la virulencia de este patégeno. Entre
ellos se incluyen los genes lasA, lasB, que codifican para las elastasas, el toxA que codifica la
exotoxina A, los genes rhlAB y aprA, implicados en la sintesis de ramnolipidos y la fosfatasa
alcalina, respectivamente, y los genes que codifican para la piocianina y la pioverdina, entre

otros.

Se ha estudiado la contribucién de los sistemas quorum sensing en la virulencia de P.
aeruginosa en un modelo de raton con infeccién por quemadura (Rumbaugh et al., 1999). Para
ello se utilizaron mutantes derivados de PAO1 deficientes en distintos componentes de los
sistemas las y rhl. Se determiné la mortalidad que causaban y la capacidad de diseminacién
sistémica y local de cada uno de ellos. En comparacion con la cepa parental, todos los
mutantes en alguan componente de los dos sistemas quorum sensing exhibieron una menor
mortalidad. Ademas, la capacidad de diseminaciéon fue significativamente menor en los
mutantes comparados con la cepa parental. En su conjunto estos resultados indican que los
sistemas de quorum sensing contribuyen a la virulencia de P.aeruginosa en un modelo murino
de infeccién por quemadura facilitando la diseminacion local en la piel lesionada en los
primeros momentos de la infeccion y la diseminacion sistémica tardia. A pesar de ello no se
conocen qué genes concretos, de todos los controlados por los sistemas de quorum sensing,
estan implicados en los efectos observados en los ratones y es probable que sea el efecto
combinado de todos ellos.
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= Flagelo

P. aeruginosa presenta un unico flagelo polar con la estructura tipica presente en otros
patégenos Gram negativos (Samatey et al., 2001). El flagelo estd compuesto por un cuerpo
basal, con un anillo L unido a la membrana externa, un anillo P asociado al peptidoglicano y los
anillos M y S, inmerso y unido a la membrana plasmatica, respectivamente. El cuerpo basal
esta unido al motor, responsable del movimiento rotatorio en el sentido de las agujas del reloj
del filamento, lo que origina el movimiento de la bacteria. La parte externa del flagelo esta
formado por un gancho y un filamento formado por la proteina FIiC. El filamento termina con la
proteina FliD. La mayoria de los aislados de P .aeruginosa expresan uno o dos tipos de flagelo
(a 0 b) cuya diferencia estriba en la secuencia de aminoacidos del filamento codificado por el
gen fliC (Allison et al., 1985).

La sintesis del flagelo es un proceso complejo en el que estan implicados mas de 40 genes
distintos agrupados en tres regiones no continuas del cromosoma de P. aeruginosa. Estos
genes se expresan habitualmente durante el crecimiento plactonico y su expresion suele estar
asociada a las primeras fases del proceso infeccioso. De hecho, la mayoria de aislados
procedentes de infecciones agudas son méviles y presentan flagelo, mientras que el 39% de
los aislados de P. aeruginosa procedentes de infecciones crénicas no suelen presentar flagelo
(Mahenthiralingam et al., 1994).

El flagelo esta implicado en las fases iniciales de la infeccion respiratoria y activa la produccion
de IL-6 y IL-8, via NF-kB, gracias a su unién con TLR-2, TLR-5 y asialoGM1 presentes en la
superficie de las células epiteliales del tracto respiratorio (Adamo et al., 2004). Recientemente
se ha demostrado que el flagelo también esté implicado en la resistencia frente a la accion litica
de las proteinas surfactantes del pulmén. La ausencia de un flagelo estructuralmente completo
podria alterar la integridad de la membrana externa siendo el microorganismo mas susceptible

a las proteinas surfactantes (Zhang et al., 2007).

El flagelo es un factor de virulencia clave en las infecciones de quemaduras por P. aeruginosa.
Los estudios realizados, hace ya casi 25 afios, con mutantes desprovistos de flagelo
demostraron que la ausencia de este elemento movil reducia la virulencia de P. aeruginosa en
un modelo de ratén quemado. Ademas, los mutantes desprovistos de flagelo presentaban una
menor capacidad de diseminacion sistémica y de causar bacteremia (D. Drake & Montie, 1988).
Los resultados de estos estudios se vieron apoyados, de forma indirecta, por estudios
posteriores en los que se vio que el uso de anticuerpos monoclonales anti-flagelares protegia a
los ratones quemados de las infecciones por P. aeruginosa (Ochi et al., 1991).

= Biofilm

Un biofilm se puede definir como una comunidad estructurada de microorganismos, embebidos

en una matriz de polimeros extracelulares, adherida a una superficie. Los biofilms pueden
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comprender a una sola especie microbiana o a varias y pueden adherirse a una gran variedad

de superficies biéticas o abidticas.

El desarrollo de un biofilm es un proceso complejo y bien coordinado, gracias a la captacién de
sefiales ambientales y a la comunicacion intercelular (quorum sensing). Dicho proceso
comprende las etapas de iniciacién, maduracion, mantenimiento y disolucion del biofilm. Una
de las sefales que puede desencadenar la formacién de un biofiim es la abundancia de
nutrientes. Cuando se da esta circunstancia, una o pocas bacterias planctonicas (nadadoras de
vida libre), se acercan a una superficie y sufren una serie de cambios que conducen a la
reduccién de su movilidad y a la adherencia sobre el sustrato. En el caso de P. aeruginosa, en
el proceso de adhesion intervienen el flagelo y el pili tipo IV (O’ Toole & Kolter, 1998). El biofilm
puede continuar su proceso de maduracion y mantenimiento mientras se prolonga el aporte de
nutrientes, pero cuando éstos empiezan a escasear, puede producirse la separacion de
algunas bacterias del biofilm y su regreso a la vida planctonica (Kolter et al., 1993). Otras
sefiales ambientales que pueden influenciar en el desarrollo de un biofilm son: temperatura,
osmolaridad, pH, cantidad de hierro disponible, oxigeno y densidad poblacional (Stanley,
1983).

En el proceso de formacion del biofilm, P. aeruginosa sufre una serie cambios (Sauer et al.,
2002), entre los que se destacan: la reduccién de la expresion de genes relacionados con el
flagelo (Wang et al., 2014), incremento de la produccion de alginato (Davies et al., 1993),
retardo del crecimiento y expresion de bombas de expulsion de antibidticos (Whiteley et al.,
2001).

La formacion de estas peliculas biologicas confiere ventajas a los individuos que la integran,
por lo que son consideradas como una estrategia para la supervivencia bacteriana. En el medio
ambiente, la formacion de biofilms aporta a P. aeruginosa proteccion frente a la luz UV, la
exposicion a acidos, la toxicidad de metales o la deshidratacién. En las infecciones, los biofilms
ofrecen resistencia a la infiltracion de células polimorfonucleares, asi como a la opsonizacion
por el complemento o inmunoglobulinas, y a los antibiéticos (Mah et al., 2003). Ademas las
bacterias presentes en el interior del biofilm, expresan menos factores de virulencia debido a su
estado estacionario de crecimiento (Waite et al., 2005) y a la regulacion por quorum sensing
(Rampioni et al., 2009), lo que dificulta su reconocimiento por parte del sistema inmune del
huésped, facilitando la persistencia de los microorganismos en la infeccion.
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Figura 6. Proceso de desarrollo de un biofilm. Parte superior: Representacion
esquematica en la que células individuales de vida plancténica se adhieren a una
superficie (1), contactan entre si y producen una matriz que los rodea (2), formando
microcolonias (3), que crecen hasta dar lugar a un biofilm maduro (proceso que depende
de la comunicacion quorum sensing) (4). Algunas bacterias pueden despegarse del
biofilm (5) y reiniciar el ciclo, adhiriéndose a otras superficies y volviendo a desarrollar en
éstas un nuevo biofilm maduro. Parte inferior: Imagenes de microscopia que muestran la
progresioén del biofilm.

2.2 Lanpiel

El cuerpo humano presenta un excelente disefio que impide el ataque de los microorganismos,
por un lado esta dotado de una gruesa “armadura” protectora y por otro, de un sistema
inmunitario eficiente, pero cuando éstos se deterioran, aparecen las infecciones. Como ya se
ha comentado, P. aeruginosa es incapaz de atravesar las defensas cutdneas por si misma,
pero se encuentra estratégicamente situada, esperando a que esta barrera sea ineficiente o se
vea comprometida, para causar una infeccién (Greene et al., 1984; Sangeorzan et al., 1990;
Silvestre & Betlloch, 1999). Alteraciones en las defensas determinan la susceptibilidad de los
pacientes a una infeccion. P. aeruginosa, al ser una bacteria ubicua y estar presente en el
agua, superficie corporal e instrumental clinico, puede “saltar” desde el ambiente directamente
a tejidos internos cuando se produce una lesion en la piel. Por ello, cuando en el ambito

hospitalario debe realizarse una préactica invasiva se incrementa el riesgo de infeccion.
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La piel cubre la superficie externa del cuerpo y es el érgano mas grande, tanto en superficie
como en peso. En un adulto la piel tiene una superficie de unos 2m? y un peso de unos 5kg. Su

espesor varia entre los 0,5mm en los parpados hasta los 4mm en el talon.

2.2.1 Funciones de la piel

La piel desempefia cinco funciones importantes que contribuyen a la supervivencia del
individuo: protege, regula la temperatura, actia como 6rgano sensorial, excreta sustancias de
desecho y sintetiza vitamina D. En esta introduccion nos centramos en la funcién protectora de

la piel frente a las infecciones microbianas.

La piel es considerada la primera linea de defensa contra una multitud de peligros. Sus
caracteristicas estructurales permiten la protecciéon diaria contra la infeccion por microbios
patégenos. Las células del estrato corneo, llenas de queratina, impiden también la entrada de
sustancias quimicas nocivas y proporcionan proteccion frente a desgarros y cortes. La
queratina, al ser impermeable, también evita la pérdida excesiva de liquidos. Y la presencia de

melanina protege frente a los rayos UV de la luz solar.

2.2.2 Estructura

La piel consta de dos partes principales, la porcion superficial, mas delgada, estd compuesta
por tejido epitelial y se denomina epidermis. La parte profunda y mas gruesa de tejido conectivo

es la dermis. La epidermis es avascular, mientras que la dermis esta vascularizada (figura 7).

La dermis se apoya sobre una capa gruesa de tejido conjuntivo laxo y graso, llamada tejido
subcutaneo o hipodermis, que no forma parte de la piel. Las fibras que se extienden desde la
dermis fijan la piel al tejido subcutaneo, el cual a su vez se adhiere a la fascia subyacente. La
grasa del tejido subcutaneo aisla el cuerpo frente a temperaturas extremas (frio o calor).
También actia como fuente de energia almacenada y como almohadilla amortiguadora, que
protegen a los tejidos subyacentes del dafio causado por traumatismos.
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Figura 7. Representacion esquematica de la estructura de la piel humana.

= Epidermis
La epidermis estd compuesta por un epitelio pavimentoso estratificado queratinizado. Contiene
cuatro tipos principales de células: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans y células
de Merkel. Alrededor del 90% de las células epidérmicas son queratinocitos, que se distribuyen
en varias capas o estratos segun su estadio de desarrollo (estrato basal, espinoso, licido y
cérneo) (figura 8) y producen la proteina queratina. Esta es una proteina fibrosa y resistente,
gue protege a los tejidos subyacentes de las abrasiones, el calor, los microorganismos y los

compuestos quimicos.

Estrato basal

La capa mas profunda de la epidermis es el estrato basal o estrato germinativo, compuesto por
una sola hilera de queratinocitos clbicos o cilindricos. Algunas células de esta capa son células

madre que se dividen de forma continua para formar nuevos queratinocitos. El citoesqueleto de
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las células del estrato basal estda formado por filamentos intermedios dispersos de queratina,
qgue se adhieren a los desmosomas, y su funcion es mantener unidas las células del estrato
basal entre si y a las células del estrato espinoso suprayacente. Otra funcién de los filamentos
de queratina es adherirse a los hemidesmosomas y conectar los queratinocitos del estrato

germinativo a la membrana basal subyacente, dispuesta entre la epidermis y la dermis.

Estrato espinoso

Se encuentra situado sobre el estrato basal y presenta un grosor de unas 8 a 10 filas de
gueratinicitos apilados. Los queratinocitos del estrato espinoso, se generan a partir de las
células madre de la capa basal, por lo que presentan los mismos organulos que las células de
dicha capa y conservan la capacidad de dividirse. Estas células producen haces mas gruesos
de queratina. Estos filamentos intermedios de queratina se insertan en los desmosomas que
unen a las células entre si de manera firme. Esta disposicion otorga fuerza y flexibilidad a la

piel.

Estrato granuloso

Se encuentra en la parte intermedia de la epidermis. Esta formado por entre tres y cinco capas
de queratinocitos aplanados que experimentan apoptosis. Los nucleos y otros organulos de
estas células comienzan a degenerar a medida que se alejan de su fuente de nutrientes (vasos
sanguineos dérmicos). Estas células liberan una secrecion rica en lipidos, que ocupa los
espacios entre las células del estrato granuloso, el estrato licido y el corneo. Esta secrecion
actia como un sellador hidréfobo, que evita tanto la entrada como la salida de agua y el
ingreso de materiales extrafios. Los nlcleos de estas células se fragmentan y mueren, por lo
que este estrato sefiala la transicion, desde el punto de vista metabodlico, entre la capa

profunda activa, y las capas mas superficiales de células muertas.

Estrato lUcido

Solo esta presente en la piel gruesa de la yema de los dedos, las palmas de las manos y las
plantas de los pies. Consiste en cuatro o0 seis capas de queratinocitos muertos que contienen

grandes cantidades de queratina.

Estrato corneo

Estrato compuesto por un promedio de unas 25 a 30 capas de queratinocitos muertos
aplanados, el nimero de capas es variable en funcién de la region corporal. Las células de esta
capa se mantienen fuertemente unidas gracias a la gran superposicion de unas células con
otras y a que las membranas adquieren una morfologia ondulada, encajando unas con otras
como las piezas de un rompecabezas. Estas capas de células muertas aportan proteccion

frente a lesiones e invasion microbiana a las capas mas profundas. En este estrato las células
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se descaman de forma continua y se reemplazan por células procedentes de estratos mas

profundos.

= Dermis

La dermis es la porcién mas profunda de la piel. Su espesor varia en funcién de la region
corporal y esta formada sobre todo por tejido conectivo denso irregular con colageno y fibras
elasticas. Las fibras colagenas o blancas son fuertes y resistentes, mientras que las fibras
elasticas o amarillas, confieren elasticidad y flexibilidad. Las pocas células halladas en la
dermis suelen ser fibroblastos, algunos macréfagos y pocos adipocitos, cerca de su union con
el tejido subcutaneo. Los nervios, los foliculos pilosos y los vasos sanguineos se encuentran en

esta capa, por lo que se considera fundamental para la supervivencia de la epidermis.

“|Estrato corneo
Estrato corneo

rficial — Queratinocitos muertos

Estrato licido -

Estrato granuloso - ~ Secrecion lipidica IEstrato lacido

|Estrato granuloso
Queratinocito

Estrato espinoso
Célula de

Langerhans Célula de Merkel

- . Melanocito

Dermis Estrato basal

diX
k@‘lbermis
il

Figura 8. lzquierda: Representacion esquematica de las capas de la epidermis.
Derecha: Imagen de microscopia 6ptica donde se identifican las diferentes capas de
la epidermis humana.

Estrato basal ; /
Zona profunda

Estructuralmente la dermis puede dividirse en una regién papilar superficial delgada y una

region reticular gruesa mas profunda.

La region papilar representa alrededor de la quinta parte del espesor total de la capa. Se
caracteriza por hileras paralelas de proyecciones llamadas papilas dérmicas. Estas
proyecciones ascendentes forman parte de la unién dermoepidérmica y ademas son las
responsables de las crestas y surcos de las huellas dactilares. Este patron de crestas se forma
antes del nacimiento, es Unico para cada individuo y ademas se mantiene constante a lo largo
de la vida. Esta region presenta fibras de colageno y elastina, ademas de contener algunos

capilares y terminaciones nerviosas

La region reticular es la capa mas profunda de la piel. Estd compuesta de fibras de colageno
gruesas, fibroblastos dispersos y células circulantes como macréfagos. Las fibras de colageno
se entrelazan formando una red, que confiere resistencia a la piel, aunque también hay, en
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menor proporcion, fibras elasticas que confieren elasticidad y flexibilidad. Estas fibras elésticas
disminuyen con el envejecimiento, provocando la aparicion de arrugas en la piel. Los vasos
sanguineos, los nervios, los foliculos pilosos, las fibras musculares y las glandulas sebaceas y

sudoriparas ocupan los espacios entre las fibras.

2.2.3 Defensas de la epidermis

Al hablar de las defensas de la epidermis, no sélo se hace referencia a la funcion de barrera
fisica que ésta ejerce, sino que existen otros mecanismos por los cuales la epidermis separa y
protege el medio interno del medio externo. Por un lado las glandulas sudoriparas acidifican la
piel, por otro lado, la microbiota impide la colonizacion de los patdgenos, los lipidos cutaneos
poseen un efecto bactericida y las células presentes en la epidermis sirven de conexién con el

sistema inmune.

= Defensas aportadas por las glandulas sudoriparas

Existen dos tipos de glandulas sudoriparas, las ecrinas, implicadas en la termorregulacion, y
las apocrinas, encargadas de la lubricacion del pelo y la piel. Las glandulas ecrinas son las
responsables de la secrecion del sudor, compuesto en su mayoria por agua, que cuando se
evapora disminuye la temperatura corporal; pero ademas de agua, el sudor contiene sales y
electrolitos, que acidifican la superficie de la piel. El resultado de este proceso es la obtencion
de una barrera fria, seca y ligeramente &acida. Ademas, las glandulas ecrinas expresan de
forma constitutiva varios péptidos antimicrobianos, como la catelicidina y las B-defensinas
(Murakami et al., 2002). Este hecho genera distintos microambientes en las diferentes regiones

corporales, que limitan la colonizacion microbiana.

= Defensas aportadas por la microbiota

Todos los individuos presentamos sobre la piel una determinada microbiota, bacterias que
viven sobre la superficie corporal y que en condiciones normales no suponen un riesgo para
nuestra salud. La microbiota de la piel contribuye a la inmunidad del huésped impidiendo el
crecimiento de microbios patégenos, tanto de forma directa como indirecta. Indirectamente, la
presencia de microbios comensales en la piel, supone una competiciéon por los nutrientes y por
el espacio. Adicionalmente, se sabe que hay bacterias que inhiben activamente el crecimiento
de los competidores mediante la producciéon de compuestos antimicrobianos. Estos
compuestos llamados bacteriocinas son capaces de inhibir el crecimiento de especies proximas
a la bacteria que las produce, sin tener ningun efecto sobre esta Ultima. Un ejemplo lo
constituye Staphylococcus epidermidis, que mediante la produccion de serin-proteasas, evita
que Staphylococcus aureus infecte las células del huésped y forme un biofilm. Dichas
proteasas degradan proteinas bacterianas implicadas en la formacion del biofilm y receptores
proteicos humanos necesarios para que S. aureus infecte las células huésped (Sugimoto et al.,
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2013). Otros compuestos producidos por S. epidermidis, actdan conjuntamente con péptidos
antimicrobianos producidos por el huésped, eliminando de forma selectiva Streptococcus

pyogenes y S. aureus (Cogen et al., 2010).

= Defensas aportadas por los lipidos cutaneos

En el estrato cérneo se producen lipidos (ceramidas, colesterol y acidos grasos saturados) que
impermeabilizan la piel. La grasa cutdnea presenta diversas funciones, por un lado, aporta
vitamina E a la superficie de la piel como agente antioxidante, y por el otro, los triglicéridos
liberan acidos grasos que tienen un potente efecto antimicrobiano, como el acido laurico
(C12:0), el acido sapiénico (C16:1A6) u otros acidos grasos mas pequefios (C7-C11), que
proporcionan proteccién frente a ciertos hongos (Drake et al., 2008; Ferguson & Rothman,
1956). Los acidos laurico y sapiénico tienen efectividad contra bacterias Gram positivas como
S. aureus, Streptococcus sanguis y Streptococcus mitis. Se especula que la aplicacion
exdgena de estos lipidos podria suponer una nueva opcion terapéutica, o servir de profilaxis
para personas con riesgo de infeccion (Fischer et al., 2013).

= Defensas aportadas por las células

Los tres tipos principales de células que podemos encontrar en la epidermis son los

queratinocitos, las células de Langerhans y los melanocitos.

Queratinocitos

Los queratinocitos son considerados células efectoras pro-inflamatorias, que estan
estratégicamente posicionadas en la capa mas externa del cuerpo, para reaccionar
rapidamente frente a agresiones dafiinas, mediante la produccion coordinada de péptidos
antimicrobianos, citoquinas pro-inflamatorias y quimiocinas. Los queratinocitos actdan como
sensores del dafio, a través de receptores superficiales, los receptores tipo Toll (TLR) son los
mas estudiados, que reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs) y
patrones moleculares asociados a dafio endégeno (DAMPSs). Los queratinocitos de la epidermis
expresan diferentes tipos de TLRs, localizados en la superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4,
TLR5 y TLR6) y en los endosomas (TLR3 y TLR9). Y cada tipo de receptor reconoce
especificamente un PAMP, por ejemplo, el TLR4 reconoce el LPS, los dimeros TLR1-TLR2 y
TLR2-TLR6 son estimulados por las lipoproteinas bacterianas y flngicas, TLR5 reconoce la
flagelina, TLR3 reconoce el ARN de doble cadena, mientras que el TLR7 reconoce el de
cadena sencilla (Miller & Modlin, 2007). La interaccion de los ligandos con sus receptores
supone la activacion de cascadas de sefializacién intercelular, que producen respuestas
inmunes innatas y adaptativas, con liberacion de citoquinas, quimioquinas y péptidos
antimicrobianos (Miller & Modlin, 2007; Nestle et al., 2009).
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Los queratinocitos, mediante la produccion de citoquinas, modulan la respuesta inmune del
huésped por atraccién de diferentes tipos celulares a la piel. Por ejemplo, los queratinocitos
activados expresan el ligando 20 de las CC-quimiocinas (CCL20), que atraen de forma
selectiva las células T efectoras a la piel, proceso que ocurre en enfermedades como la
psoriasis, que se caracteriza por una infiltracibn exagerada de éstas en la piel. Los
queratinocitos activados también pueden reclutar neutréfilos a la epidermis inflamada por
producciéon de CXCL1 y CXCL8 (también conocido como IL-8) (Albanesi et al., 2005).

Otra funcion de los queratinocitos es la de actuar como células no profesionales presentadoras
de antigeno, ya que se han identificado en su superficie moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase 1l (MHC II) (Nickoloff & Turka, 1994).

Células de Langerhans

Las células de Langerhans son las principales células dendriticas epidérmicas. Fueron
descritas en 1868 por Paul Langerhans, considerdandose parte del sistema nervioso.
Posteriormente, se catalogaron como grandes macréfagos, y en la actualidad se sabe que son
células dendriticas que intervienen en la inmunovigilancia de la piel. Las células de Langerhans
se caracterizan por presentar un tipo especifico de organulos citoplasmaticos conocidos como
granulos de Birdeck. Estas células derivan de la médula 6sea, representan entre un 3 y un 4%
del total de células epidérmicas y se encuentran distribuidas de forma regular entre los

queratinocitos epidérmicos.

Las células de Langerhans son uno de los primeros tipos celulares en entrar en contacto con
los antigenos microbianos. Dichas células captan y procesan los antigenos para exponerlos en
su superficie sobre moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad. A continuacion las
células aumentan de tamafo, migran a través de la dermis y entran en los vasos linfaticos
dérmicos, por dénde circulan hasta alcanzar los ganglios linfaticos, donde presentan los
antigenos a las células T efectoras, induciendo preferentemente la diferenciacion de las células
TH, (Dermal et al., 2008; Stoitzner et al., 2002).

Melanocitos

Los melanocitos son otro tipo de células dendriticas epidérmicas, cuya principal funcion es la
produccién de melanina que bloquea los rayos UV del sol. En situaciones normales los
melanocitos se disponen a nivel de la capa basal epidérmica y contactan con los queratinocitos
por medio de sus dendritas, existiendo un melanocito por cada 36-40 queratinocitos (unidad
melanica epidérmica) o un melanocito por cada 9 células basales. El color de la piel va a
depender de la cantidad de melanocitos (variable en funcion de la regién anatémica), la
actividad enzimatica de sintesis de melanina y la capacidad de los melanocitos de transferir el

pigmento al citoplasma de los queratinoticos.
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2.2.4 Uniones celulares

La funcién protectora que ejerce la piel en su conjunto se debe en gran medida a las uniones
gue se establecen a nivel celular. Los queratinocitos epidérmicos poseen un programa de
diferenciacion bien definido que conlleva la expresion de proteinas estructurales cuya funcion
es el anclaje entre las membranas plasmaticas de células adyacentes y la matriz extracelular
gue la rodea. Tal como se observa en la figura 9, existen 5 tipos distintos de uniones

intercelulares.
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Figura 9. Representacion esquemaética de los diferentes tipos de uniones celulares y
su ubicacion espacial en una célula epitelial. A) Uniones estrechas, B) Uniones de
adherencia, C) Desmosomas, D) Hemidesmosomas y E) Uniones de hendidura.

= Uniones ocluyentes o uniones estrechas

Las uniones estrechas se definen como pequefias regiones subapicales de contacto directo
entre la membrana plasmética de dos células adyacentes sin huecos extracelulares o material
intermembranoso (figuralO) (Brandner et al., 2002; Langbein et al., 2002). Estos puntos de
contacto directo entre membranas forman en los laterales celulares unas hebras o lineas de
unién, generando en conjunto una barrera practicamente hermética que bordea las células. Las

uniones estrechas representan la principal barrera en la via de transporte paracelular y de
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hecho, la funcién méas importante que desempefan es el control del transporte de solutos,

liguidos y células inflamatorias a través de esta via. Ademas, estas uniones impiden el

movimiento libre de los lipidos en la membrana plasmatica dotando a las células de polaridad,

diferenciandose en ella una porcion apical y otra basal (Aijaz et al., 2006). Inicialmente se creia

gue estas uniones eran estructuras rigidas e inalterables, pero actualmente se tienen

evidencias de que dichas estructuras presentan plasticidad y capacidad de respuesta frente a

distintos estimulos, lo que sugiere
que el flujo a través del espacio

paracelular esta regulado.

Ademas de las funciones ya

mencionadas, las proteinas que

constituyen las uniones estrechas,

ya sea de forma individual o
formando complejos, estan
implicadas en otras funciones,

como el transporte vesicular, la
transduccion de sefiales, y la
diferenciacion y proliferacion
celular. Su funcion precisa viene
determinada por la composicion
proteica de las uniones, la cual
depende a su vez del tipo celular y
su diferenciacion, asi como de

estimulos fisiolégicos o patologicos.

Membranas de
células adyacentes

Hebras o
lineas de unién

Espacio
intercelula

Figura 10. A) Imagen de microscopia electronica
de las uniones estrechas entre dos células
epiteliales. Las flechas indican puntos de contacto
directo entre las dos células adyacentes. B) Dibujo
esquematico de las uniones estrechas entre dos
células adyacentes. Se aprecia la morfologia
ondulada que adoptan tipicamente las membranas
de células vecinas como consecuencia de los puntos
de contacto directo entre ellas.

= Uniones de adherencia o uniones intermedias

Se caracterizan por la formacién de placas densas entre las membranas de dos células

adyacentes. Estas placas suelen estar ubicadas proximas a las uniones estrechas y rodean la

célula dando lugar a la formacion de los llamados cinturones de adhesion. Estas placas estan

compuestas por glicoproteinas transmembranales, principalmente cadherina, que conectan con

los microfilamentos de actina del citoesqueleto, formando uniones fuertes entre células vecinas.

Este tipo de uniones confiere resistencia frente a la contraccion del epitelio.

= Desmosomas

Su nombre proviene del griego “desmads”, que significa unidn o vinculo y “soma”, que significa

cuerpo. Son una clase de uniones focales que, al igual que las uniones de adherencia,

contienen una placa de glicoproteinas, que en el interior de la célula se une a filamentos de

queratina. La placa de glicoproteinas se compone basicamente de desmogleina y desmocolina,
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gue son homologas de la cadherina. En presencia de ca”, las regiones extracelulares de la
desmogleina y la desmocolina se unen a moléculas idénticas enfrentadas, pertenecientes a
células contiguas, formandose una cremallera cadherinica intercelular. Las regiones
citoplasmaticas de la desmogleina y la desmocolina interaccionan con la placoglobina y la
desmoplaquina, que intervienen en el armado del desmosoma y en la fijacién de los filamentos
intermedios. Estas uniones son puntuales y no forman una estructura continua alrededor de la
célula, como si lo hacen las uniones de adherencia, junto con las cuales son responsables de
la mayor parte de la fuerza adhesiva de un epitelio polarizado. Este tipo de union confiere

estabilidad a los tejidos sometidos a presion y tension, como la epidermis o el miocardio.

= Hemidesmosomas

Los hemidesmosomas son uniones focales que unen células epiteliales a la matriz extracelular
que conforma la ldmina basal. Las proteinas implicadas en este tipo de uniones son las
integrinas. Estas proteinas transmembranales se unen mediante su dominio extracelular a las
proteinas de la lamina basal, mientras que, mediante la region intracelular, conectan con
filamentos de queratina. Estas estructuras se encuentran distribuidas en el tejido epitelial y

ayudan a resistir las fuerzas ejercidas sobre él.

= Uniones de hendidura (gap junctions)

1) Las uniones tipo gap o uniones comunicantes funcionan como tdneles llenos de liquido que
permiten el transporte de iones y moléculas pequefias de alrededor de 1000Da entre
células vecinas. Se componen de proteinas transmembranales llamadas conexinas, que se
unen para formar complejos denominados conexones. El intercambio de moléculas e iones
permite un acoplamiento quimico y eléctrico, por lo que este tipo de uniones son
importantes en células que se activan por impulsos eléctricos, y suelen encontrarse en

tejidos avasculares como el cristalino y la cérnea del ojo.

2.2.5 Composicion de las uniones estrechas

Estas uniones se componen de mudltiples proteinas transmembranales de la familia de las
claudinas, las ocludinas y las moléculas de adhesion (JAM), que se conectan con los
filamentos de actina del citoesqueleto a través de un complejo de union. Dicho complejo
comprende proteinas citoplasmaticas asociadas a membrana como ZO-1, ZO-2 y ZO-3 (p130),
gue actdan como intermediarios en esta interaccion (Schneeberger & Lynch, 2004). También
participan proteinas que, aunque no pertenecen propiamente al complejo, intervienen en la
regulacion de la permeabilidad de las uniones estrechas, como la cingulina, Rab13, Rho y Ras
(Fasano & Nataro, 2004).
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= Proteinas transmembranales

Claudinas

Las claudinas son una familia que engloba un minimo de 24 proteinas diferentes, de las que se
cree que cada una posee unas propiedades de permeabilidad selectivas. El peso molecular de
estas proteinas oscila entre 20 y 27kDa. Las claudinas son proteinas que poseen 4 dominios
transmembranales que, por su region extracelular, conectan con las claudinas de la célula
vecina, mientras que por su region intracelular, donde se encuentra el extremo carboxilico, se

establece la interaccion con ZO-1/2 y a través de éstas, la unién al citoesqueleto.

La claudina 2 y la 16 adquieren estructuras un tanto distintas que tienen la capacidad de formar

canales acuosos extracelulares para el paso paracelular de iones y otras moléculas pequefias.

Las claudinas se consideran uno de los componentes mas importantes de las uniones
estrechas. En este sentido, la fosforilacion de la claudina 4 marca el inicio de la formacion de
este tipo de uniones intercelulares y las perturbaciones en la enzima responsable de la
fosforilacion supone la imposibilidad de establecer uniones estrechas (Aono & Hirai, 2008).

JAM (Proteinas de membrana asociadas a union)

El nombre de esta proteinas provienen del acrénimo formado por las iniciales del término en
inglés Junction-Associated Membrane Proteins, su traduccion al castellano seria “proteinas de
membrana asociadas a union”. Estas proteinas tienen un peso molecular de 40kDa y
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Poseen un U(nico dominio
transmembranal, y en la porcién extracelular presentan dos dominios con puentes disulfuro
intracatenarios. Por el momento no se han idenficado uniones estrechas formadas
exclusivamente por proteinas JAM, pero si se han observado uniones estrechas cuando se

asocian con claudinas.

Ocludina

Es una proteina de 65kDa y fue la primera proteina descubierta en las uniones estrechas. La
ocludina se compone de cuatro dominios transmembranales, dos dominios extracelulares y una
larga cola en el extremo carboxi terminal ubicada en el citoplasma. Esta cola interacciona con
el citoesqueleto através de ZO-1 y ZO-3. La forma fosforilada es la que se encuentra con mas
frecuencia localizada en las uniones estrechas, mientras que las formas menos fosforiladas se
ubican en la membrana baso-lateral y en el citosol. Aunque se encuentra formando parte de la
mayoria de uniones estrechas, su presencia no es esencial, puesto que hay células epiteliales
gue no expresan ocludina e igualmente desarrollan uniones estrechas funcionales (Saitou et
al., 1997).
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= Proteinas del complejo de unién o Zona Occludens (ZO)

Z0-1, Z0O-2 y Z0O-3 (p130) son proteinas citosodlicas que sirven de puente entre las proteinas
transmembranales de las uniones estrechas y las proteinas del citoesqueleto. ZO-1, la mas
estudiada, es una proteina de aproximadamente 220kDa que se localiza en la inmediata
proximidad de las uniones estrechas, tanto en el epitelio como en el endotelio. La interaccion
entre ZO-1 y la actina del citoesqueleto se da a través de una proteina intermediaria, la fodrina
(Tsukamoto & Nigam, 1997). Otras proteinas que conectan con ZO-1 son ZO-2 y ZO-3, cuyo
peso molecular es de 160 y 100kDa, respectivamente. El andlisis de las secuencias de estas
tres proteinas indica que pertenecen a la familia de las proteinas guanilato quinasas asociadas
a membrana (MAGUK). Dichas
proteinas poseen uno 0 varios Claudina
dominios, denominados PDZ, que /\

posibilitan la interaccion entre ZO-1 y

ocludina.

Se ha determinado que ZO-1 es una

proteina clave en la formacién de las Filamentos
de actina
uniones estrechas, por Ilo que
alteraciones en esta proteina pueden
comprometer la integridad de la
barrera epidérmica (Kaushal et al.,

2011). Z0O-1, ademas de localizarse

Membranas de
células adyacentes

asociada a la membrana, también ha

sido localizada en el nucleo, pero tan Figura 11. Diagrama que representa los

solo en condiciones de crecimiento | componentes de las uniones estrechas.

celular, nunca en células epiteliales

diferenciadas.

2.2.6 Composicion de las uniones adherentes

=  Cadherinas

Las cadherinas son las proteinas que forman las uniones adherentes y son dependientes de
Ca”". Dentro de esta familia los dos miembros més estudiados son la E-cadherina (del epitelio)
y la VE-cadherina (del endotelio vascular). La E-cadherina, que se expresa en todas las capas
del epitelio (Brandner, 2009), es una proteina transmembrana que posee una cola
citoplasmatica que conecta con proteinas intercelulares (cateninas). Este complejo E-
cadherina-catenina resultante se une a la vinculina y a la a-actinina, que interaccionan con los
filamentos de actina del citoesqueleto. A este conjunto pueden reclutarse otras proteinas que

estabilizan las uniones intercelulares. Los componentes extracelulares de las moléculas de E-
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cadherina de células contiguas estan ligados por iones ca™ o por una proteina extracelular
adicional. Por lo tanto, la integridad morfolégica y funcional de las uniones adherentes son
calciodependientes. La eliminacion de Ca®* conduce a la disociacién de las moléculas de E-

cadherina y a la alteracién de la union intercelular.

= Integrinas

Las integrinas son proteinas compuestas por dos subunidades glucoproteicas diferentes (a y B)
que atraviesan la membrana plasmatica. Hay 15 variedades de subunidades a y 9 de
subunidades 3, lo que permite que se formen combinaciones diferentes que pueden unirse a
proteinas diversas. Las integrinas interaccionan con moléculas de la matriz extracelular (como
el colageno o la fibronectina) y con moléculas intracelulares (como los microfilamentos de
actina y los filamentos intermedios del citoesqueleto). Mediante estas interacciones las
integrinas regulan la adhesion celular, controlan el movimiento, la forma de las células,

participan en el crecimiento y la diferenciacién celular.
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Hipodtesis y objetivos

P. aeruginosa es un patégeno oportunista responsable de una gran variedad de infecciones
entre las que destacan las infecciones respiratorias agudas y cronicas, las bacteremias en
pacientes quemados y las queratitis ulcerosas.

Nuestro grupo ha demostrado que todas las cepas de P. aeruginosa presentan fosforilcolina en
su superficie pero solamente cuando crecen a temperatura ambiente (<28°C), excepto algunos
aislados, procedentes de infecciones respiratorias cronicas, que también presentan el epitopo
de fosforilcolina al crecer a 37°C (Barbier et al., 2008).

La fosforilcolina es un factor de virulencia comdn en algunos patdgenos respiratorios
importantes, como Streptococcus pneumoniae, en el que la fosforilcolina se encuentra
asociada al acido teicoico y lipoteicoico (Cundell et al., 1995) o Haemophilus influenzae, en el
gue se encuentra asociada al lipopolisacéarido (LPS) (Clark et al., 2012).

En P. aeruginosa el epitopo de forforilcolina estd asociada al factor de elongacién Tu (EF-Tu) y
media la interacciéon del microorganismo con las células epiteliales respiratorias a través del
receptor activador de plaquetas (PAFR). Esta interaccion contribuye a la virulencia de P.
aeruginosa in vivo (Barbier et al., 2008).

Tal como hemos indicado anteriormente, P. aeruginosa es un importante patégeno en
pacientes con quemaduras, llegando a ser el microorganismo mas aislado en este tipo de
heridas (Belba et al., 2013; Guggenheim et al., 2009; Taneja et al., 2013) y que con mayor
frecuencia causa bacteremia (Dai et al., 2013). En estas infecciones, la bacteria procedente del
ambiente, donde la expresion de fosforilcolina asociada a EF-Tu es maxima, infecta
directamente las heridas. El hecho de que el motivo de fosforilcolina sea clave en las
interacciones con el epitelio respiratorio en las infecciones respiratorias junto con que la
presencia de este epitopo es predominante cuando el microorganismo crece a temperatura
ambiente, nos permite plantear la hipotesis de que en P. aeruginosa la fosforilcolina asociada a
EF-Tu podria ser un elemento clave para la interaccion con los queratinocitos de la piel y

contribuir a la patogénesis de la infeccion de heridas por quemadura.

Para comprobar si la hipotesis planteada era correcta, se propusieron los siguientes objetivos:

Identificar los aminoacidos de EF-Tu a los que se incorpora la fosforilcolina y determinar su

localizacioén celular.

Diseccionar, a nivel celular y molecular, el papel de la fosforilcolina en la interaccion de P.

aeruginosa con los queratinocitos humanos.

Determinar la contribucion de la fosforilcolina unida a EF-Tu en la infeccion de heridas por

guemadura en un modelo murino.
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Materiales y métodos

4.1 Bacterias, plasmidos y medios de cultivo

Las cepas utilizadas en este trabajo estan indicadas en las tabla 2. Las bacterias se crecieron

en medio Luria Bertani (LB) (Scharlau) suplementado, cuando fue necesario, con antibiéticos

de Sigma Aldrich, a las siguientes concentraciones: ampicilina 30 pg/ml, gentamicina 5 pg/ml,

cefotaxima 1 pg/ml, carbenicilina 200 pg/ml y tetraciclina 15 pyg/ml.

Cepa

Caracteristica relevante

Referencia

P. aeruginosa

PAO1

Cepa de referencia secuenciada
completamente aislada de herida de

paciente

Sover et al., 2000

P. aeruginosa

PA14

Cepa de referencia secuenciada

completamente aislada de paciente

Liberati et al., 2006

P. aeruginosa

PA14 _09870::MAR2XT7

Mutante por transposicién de MAR2xT7
en el locus PA4178 de PA14

Liberati et al., 2006

P. aeruginosa

PAO1AeftM

Mutante deficiente en eftM derivado de
PAO1

Este trabajo

Pseudomonas stutzeri

ATCC 17591

Aislamiento clinico

Bennasar et al., 1998

Pseudomonas mendocina

ATCC 25411

Cepa aislada del suelo

Skerman et al., 1989

Pseudomonas syringae

pv. tomato DC3000

Cepa aislada de tomatera

Buell et al., 2003

Pseudomonas fulva

ATCC 31418

Promueve crecimiento radicular e

inhibe el crecimiento fangico

West, 2010

Escherichia coli

DH5a

F endAl hsdR17 SupE44 thi recAl
gyrA96 relAl deoR (lacZYA-argF)-
U169 80dlacZ M15

Grant et al., 1990

Escherichia coli S17.1

ATCC 47055

RecA pro (RP4-2Tet::Mu Kan::Tn7)

Teng et al., 1998

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.
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En algunos experimentos las cepas se crecieron en Mueller-Hinton (MH) (Conda) o en medio
Pseudomonas agar (Becton Dickinson) para el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa.

4.2 Obtencidn de antisuero especifico contra EF-Tu

Para la obtencién del antisuero especifico contra la proteina EF-Tu, se inmunizé un conejo
hembra raza New Zealand (Harlan Ibérica) con EF-Tu purificado. Para ello se inyectaron 80 ug
de la proteina purificada por via subcutanea, en tres ocasiones, con un intervalo de 2 semanas
entre cada inyeccion. Para incrementar la respuesta inmunolégica, la primera inmunizacion se
realiz6 en adyuvante de Freud completo (Sigma Aldrich) y las otras dos en adyuvante de Freud
incompleto (Sigma Aldrich), en una proporcion 1:1 de proteina EF-Tu y adyuvante.
Transcurridas dos semanas desde la Ultima inyeccion, se sangré el animal y se determind la

presencia de anticuerpos especificos contra EF-Tu por Western Blot.

4.3 Meétodos de purificacion y andlisis de proteinas

4.3.1 Obtencion de extractos celulares totales

Los extractos celulares totales se obtuvieron tanto de bacterias como de células eucariotas. En
el caso de las bacterias, las cepas fueron crecidas en LB a 25°C 6 37°C durante 16h con
agitacion. Seguidamente, se iguald la densidad 6ptica de los cultivos (absorbancia 600,,=0,8) y
se centrifugaron 5ml de cada cultivo a 5.000 x g durante 15min a temperatura ambiente. Una
vez descartado el sobrenadante, se resuspendieron los precipitados bacterianos en tampon de

carga, se hirvieron durante 5min y se guardaron a -20°C hasta su posterior analisis.

En el caso de las células eucariotas, las monocapas de células fueron incubadas durante

10min con el tampon de lisis RIPA (Santa Cruz).

4.3.2 Obtencion de extractos citoplasmaticos y nucleares

Los extractos citoplasméaticos y nucleares de las células HaCaT se obtuvieron mediante el uso
del Kit NE-PER®Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent (Thermo Scientific) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Brevemente, las monocapas de células fueron secuencialmente
despegadas mediante tratamiento con tripsina, recolectadas por centrifugaron, lavadas y
tratadas con las soluciones CER | y CER Il del kit para lisarlas. Tras una centrifugacion, se
recogié el sobrenadante, en el que estaba el contenido citoplasmatico, y se incubd el
precipitado con el reactivo de extraccion de nicleos (NER). Tras una nueva centrifugacion se

recogio el sobrenadante que representaba el extracto nuclear.

50



Materiales y métodos

4.3.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida

La separacion de las proteinas se realiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
con dodecil sulfato sodico. Los geles, de un grosor de 0,75mm, estaban compuestos de una
zona de apilamiento de las proteinas y una zona de resolucion cuyas composiciones puede
consultarse en el apéndice. Se prepararon geles cuya concentracion, en la zona de resolucién,
varid entre el 6 y el 15% de concentracion final de acrilamida, en funcién del peso molecular de

la proteina a analizar.

Las muestras, previamente hervidas durante 5min, se separaron mediante electroforesis a una
intensidad constante inicial de 80V y una vez que las proteinas habian alcanzado la zona de
resolucion del gel, se elevd el voltaje hasta los 120V. Ver comoposicion del tampén de
electroforesis en el apéndice. Como referencia se utilizé el marcador de peso molecular
“Precision Plus Protein All Blue Standards” (Bio-Rad).

4.3.4 Transferencia Western e inmunodeteccién de proteinas

Las proteinas separadas en geles de poliacrilamida se transfirieron a membranas de
Immobilon-P (Millipore) mediante transferencia semiseca durante 20-60min a 15V. Las
membranas de Immobilon-P fueron pretratadas con metanol y agua destilada antes del inicio
de la transferencia, en la que se utiliz6 el tampdn de transferencia Towbin (apéndice) y el

sistema Transfer Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad).

Una vez finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon durante 1h a temperatura
ambiente en tampon fosfato salino con albuimina sérica bovina (Sigma Aldrich) al 1% o con
leche descremada al 5%, y posteriormente se incubaron a 4°C durante 16h con los distintos

anticuerpos primarios (tabla 3), disueltos en el mismo tampo6n de bloqueo.

Tras tres lavados de 10min a temperatura ambiente con tampon fosfato salino, las membranas
fueron incubadas durante 1h a 20°C con los distintos anticuerpos secundarios (tabla 4),
atendiendo al isotipo primario. Después de otros tres lavados iguales a los anteriores, se
procedié al revelado mediante la incubacion de las membranas con el sustrato de la fosfatasa

alcalina (Sigma Aldrich).

Cuando fue necesario, se tomaron imagenes de las membranas y se cuantifico la intensidad de

determinadas bandas mediante el densitémetro GS-800™ Calibrated Densitometer (Bio-Rad).
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Antigeno/Epitopo _ _ _ Dilucion
detectado Isotipo/Especie Procedencia Utilizada
EF-Tu IgG, policlonal de conejo Este trabajo 1:1000
Fosforilcolina IgA, monoclonal de raton Sigma Aldrich 1:2000
Di/trimetil-lisina IgG, policlonal de conejo Upstate 1:1000
Péptido FLAG IgG1, monoclonal de raton Sigma Aldrich 1:1000
OprF IgG, monoclonal de raton | Mutharia & Hancok, 1983 1:1000
Z0-1 IgG, policlonal de conejo Santa Cruz 1:200
Ocludina IgG, policlonal de conejo Millipore 1:1000
Claudina 7 IgG, policlonal de conejo Abcam 1:100
B-actina IgG, monoclonal de raton Sigma Aldrich 1:10000
Polihistidina IgG2a, monoclonal de ratén Sigma Aldrich 1:10000
NF-kB p65 IgG, policlonal de conejo Santa Cruz 1:200
NF-kB p105/p50 IgG, monoclonal de conejo Millipore 1:500
NF-kB p65 fosforilado IgG, policlonal de conejo Cell signaling 1:1000
Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en este estudio.
Antigeno detectado | Origen Procedencia Dilucion utilizada Mo.lécula
conjugada
IgA (a) ratén Cabra Invitrogen 1:5000 Fosfatasa alcalina
IgG conejo Cabra | Sigma Aldrich 1:2000 Fosfatasa alcalina
IgG raton Cabra | Sigma Aldrich 1:50 Ficoeritrina
IgG raton Cabra | Sigma Aldrich 1:5000 Fosfatasa alcalina
IgG conejo Cabra Sigma Aldrich 1:30 Oro
IgG ratén Cabra | Sigma Aldrich 1:20 Oro

Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados en este estudio.
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4.3.5 Purificacién de EF-Tu

La purificacion de la proteina EF-Tu de P. aeruginosa se realizd a partir de las cepas PAOL,
PAO1AeftM o Escherichia coli DH5a que contenian el plasmido pUCP18ApGw(tufB), que
codifica la proteina EF-Tu con una cola de poli-histidinas. Para la purificacion de la proteina
mutada EF-Tu K5A, la cepa PAOL contenia el plasmido pUCP18ApGw(tufBK5A), que codifica
la proteina EF-Tu con una modificacién en el residuo 5 (el coddn de la lisina esta sustituido por

el de alanina).

Para la purificacién, se crecieron las diferentes cepas a 25°C durante 18-20h con agitacion en
100ml de LB con tetraciclina. Tras centrifugar los cultivos a 5.000 x g durante 15min y descartar
los sobrenadantes, las bacterias se resuspendieron en 20ml de tampdn de lisis (apéndice) al
que se le afadiod lisozima a una concentracion final de 1mg/ml (Sigma Aldrich) y se incubaron
en hielo durante 1h. Seguidamente, las suspensiones bacterianas fueron sonicadas (10 pulsos
con 30s), y centrifugadas a 12.000 x g 5min a 4°C para eliminar las bacterias que no habian
sido lisadas. A los sobrenadantes resultantes se afiadieron 4ml de Ni-NTA y se incubaron
durante 1h a 4°C con agitacion orbital. Con el fin de eliminar aquellas moléculas unidas
inespecificamente, la resina fue lavada con 20ml del tampén de lavado y separada por
centrifugacion a 2.000 x g durante 2min a 4°C. Este paso de lavado se repitid 3 veces vy,
finalmente, la proteina purificada fue eluida por incubacién de la resina con 1,5ml de tampdn de
elucion (apéndice). La cantidad de proteina purificada se cuantific6 mediante la técnica de
Bradford (BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante, y su pureza se confirmé por

electroforesis en geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie.

4.3.6 Espectrometria de masas

Para identificar los residuos modificados en EF-Tu se utilizé la técnica de espectrometria de
masas. Las proteinas purificadas (30ug) se digirieron con tripsina porcina (0,2mg) (Promega)
durante 18h a 37°C. Las proteinas digeridas se depositaron en una placa de MALDI de acero
pulido (Bruker Daltonics), se les afiadio el mismo volumen de matriz (acido 2,5-hidroxibenzoico)

(Sigma Aldrich) y se dejo secar al aire.

Los péptidos resultantes de la digestion fueron identificados con un Autoflex Il MALDI-
TOF/TOF (Bruker Daltonics) equipado con un laser de 200Hz. Los espectros se registraron en
modo reflector positivo entre 500 y 4300Da. Las condiciones de adquisicion fueron: IS1 19kV,
IS2 16,65kV, voltaje de la lente 8,3kV, voltaje del reflector 21kV y el voltaje del reflector 29,7kV.
Los espectros se calibraron utilizando el “peptide calibration standard 11" (Bruker Daltonics) o

los picos de autolisis de la tripsina.

Con los espectros de péptidos obtenidos se realizaron busquedas en la base de datos de

MASCOT (Matrix Sciences), lo que permitié asegurar la correcta purificacién de EF-Tu.
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Para identificar los residuos de EF-Tu modificados se compararon los péptidos obtenidos de
EF-Tu purificado a partir de distintas cepas. Una vez identificados los péptidos potencialmente

modificados se confirmé su secuencia por espectrometria de masas en tandem.

4.3.7 Aislamiento de citoplasmay envolturas

Para separar el citoplasma de las envolturas bacterianas se recogieron, por centrifugacion a
5.000 x g durante 15min, las células procedentes de un litro de cultivo crecido durante 20h a
25°C en LB con agitacion. Tras un lavado con Tris 10mM (pH 7,3), se resuspendieron las
bacterias en 20ml del mismo tampdn y se lisaron en una French press. Las bacterias fueron
sometidas dos veces a una presion de 10000-15000 Iibras/pulgada2 y posteriormente se
centrifugaron a 5.000 x g durante 15min a 4°C, para eliminar las bacterias no lisadas. El
sobrenadante resultante se ultracentrifugé a 100.000 x g durante 1h en frio, obteniéndose un
sobrenadante que contenia las proteinas citosélicas, y un precipitado que contenia las
envolturas bacterianas, es decir, la membrana interna y la membrana externa. Con el fin de
eliminar proteinas citosolicas presentes en las envolturas, el precipitado fue resuspendido en el
tampodn de lavado y ultracentrifugado en las condiciones indicadas anteriormente. Finalmente,
el precipitado resultante, que contenia las envolturas bacterianas, se resuspendié en 3ml de
Tris HCI 10mM (pH 8) con EDTA 1mM. La concentracion de proteinas presentes en el

citoplasma y en las envolturas se determiné mediante la técnica de Bradford.

Para evaluar si la suspension que contenia las envolturas bacterianas estaba contaminada con
proteinas citosélicas, se analizé la actividad de la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
siguiendo el método de Klotz (Klotzt & Hutcheson, 1992). Para ello, en un volumen final de
900ul de Tris HCI 50mM (pH 8,9), que contenia B-nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
2,7mM (Sigma Aldrich) y glucosa 6 fosfato 18mM (Sigma Aldrich), se afiadieron 100pl de
muestra que contenian 20ug de proteina y se realizaron lecturas espectrofotométricas a 340nm

en cubeta de cuarzo cada 2min.

4.3.8 Separacion de la membrana internay externa de P. aeruginosa

Para la separacion de la membrana interna y la externa, se utilizd el protocolo descrito por
Hancock, que es de libre acceso en la pagina web:

http://www.ihcworld.com/ protocols/lab_protocols/hancock-lab-protocols.htm.

Se partié de dos litros de cultivo bacteriano crecidos durante 20h a 25°C en LB con agitacion.
Las bacterias fueron recogidas por centrifugacion 5.000 x g durante 15min y lavadas con Tris
10mM (pH 8,0) (Sigma Aldrich). Tras otro paso de centrifugacion, las bacterias fueron
resuspendidas en 20ml de una solucién de sacarosa (Sigma Aldrich) al 20% en Tris 10mM (pH
8,0), a la que se anadieron 50ug/ml de DNAsa | (Sigma Aldrich) y se incubaron durante 15min
a temperatura ambiente. Seguidamente, la suspensién bacteriana fue congelada a -80°C y

después descongelada lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. La lisis bacteriana
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se produjo mediante el paso de las células dos veces a través de una French press a 10000-
15.000 libras/pulgada2 (Carver Laboratory Press M, Fred S. Carver Inc). El homogenado
resultante fue centrifugado a 5.000 x g durante 15min para eliminar las bacterias que no habian
sido lisadas, y 4ml del sobrenadante resultante de dicha centrifugacion se cargaron en un
gradiente de sacarosa preparado en un tubo de 12ml de capacidad y en el que se habia
dispuesto 4ml de una solucién de sacarosa al 70% en Tris 10mM (pH 8,0), 4ml de una solucion
de sacarosa al 50% en el mismo tampon. El gradiente se centrifugd a 188.000 x g durante 20h
a 4°C.

En el gradiente resultante se observaron dos bandas, una inferior de color blanco que
correspondia a la membrana externa, y una superior de color rojizo que correspondia a la
membrana interna. Las fracciones que contenian dichas bandas fueron recogidas, diluidas con
3 volumenes de agua destilada y centrifugadas a 227.000 x g durante 1h a 4°C. El
sobrenadante resultante fue descartado y el precipitado fue resuspendido en 200ul de agua
destilada.

La cuantificacion de las proteinas y la actividad glucosa 6 fosfato deshidrogenasa en cada

fraccién se realiz6 tal como se ha descrito anteriormente.

4.4 Técnicas genéticas

Los plasmidos y cebadores utilizados en este estudio estan indicados en las tabla 5 y 6,

respectivamente.

Las enzimas utilizadas en todos los procedimientos (enzimas de restriccion, T4 DNA ligasa,
fosfatasa alcalina y DNA polimerasa) fueron suministradas por New Englands Biolabs y se
usaron siguiendo las instrucciones del suministrador y/o los protocolos standard (Sambrook &
Gething, 1989).

Para la purificacion de acidos nucleicos (DNA plasmidico y genémico) se utilizaron los kits de

Qiagen siguiendo los protocolos correspondientes.
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Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia

ApR, sacB, vector suicida basado en
) pUC19 con wun sitio con mdltiples o

pPEX100Tlink ) o Quénée et al., 2005
secuencias de restriccion Unicas para la
clonacion de fragmentos génicos
ApR, GmR, vector basado en pUC18 con el o

pUCGmlox Quénée et al., 2005

gen aacl flanqueado por las secuencias lox

PEXTeftM::Gm

pPEX100Tlink con el gen eftm::Gmlox para
construir mutantes en dicho gen por

delecion

Este trabajo

pCM157

TcR, vector de expresion de la recombinasa

cre

Quénée et al., 2005

pPENTR/D-TOPO

Vector que permite la clonacion de un
producto de PCR en la orientacion
adecuada para incorporarlo al sistema de

clonacion Gateway

Invitrogen

pUCP18ApGw

Vector derivado de pUCP18 (Schweizer,
1991) por clonacion del marco de lectura A

del sistema de clonacion Gateway

Este trabajo

PUCP18ApGW(tufB)

Vector de expresion con el gen tufB para la

purificacion de EF-Tu

Este trabajo

pUCP18ApGW(tufBK5A)

Vector de expresion con una version
mutada del gen tufB para la purificacion de
EF-Tu con la lisina 5 reemplazada por

alanina

Este trabajo

PUCP18ApGW(eftM)

Vector de expresion con el gen eftM para la

purificacion de EftM

Este trabajo

Tabla 5. Plasmidos utilizados en este estudio.
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Cebador Secuencia 5"->3" Locus/gen
diana
eftM-F-Bhl | CCTTTGGGGATCCGGGAAC Incluye diana para BamHI PA4177
eftM-R-HdIll | GCTGAAGTAAGCTTCGGGGC Incluy diana para HindllI PA4178/eftM
eftM-F-Hdlll | GGCAGAAGCTTCACCTTCGG Incluye diana para HindllI PA4178/eftM
eftM-R-Erl CGTCGCGGAATTCGCGGTTG Incluye diana para EcoRI PA4179
tufBF CACCATG ATGGCTAAAGAAAAATT | PA4277/tufB
TGA Secuencia compatible con sistema de clonacion Gateway.
tufBR TTATTCGATGATCTTGGCAACC PA4277/tufB
tufBFK5A | CACCATG ATGGCTAAAGAAGCATT | PA4277/tufB
TGA Secuencia compatible con sistema de clonacion Gateway.
Coddn 5 que codifila lisina pasa a
codificar alanina.
PA4178F CACC ATGACAAGATGTCCGCCA | PA4178/eftM
CCGCG Secuencia compatible con sistema de clonacion Gateway.
PA4178R CTAGCGCTTCACGCAGACGAACAG PA4178/eftM
Tabla 6. Cebadores utilizados en este estudio.
4.4.1 Transformacion

Para la preparacion de células competentes se parti6 de un cultivo de 100ml en fase

exponencial (Absorbancia 600nm = 0,3) realizado en LB a 37°C con agitacion. Tras incubar el

cultivo 15min en hielo, se recogieron las bacterias por centrifugacién a 5.000 x g durante

15min. El sobrenadante resultante fue descartado y las bacterias fueron resuspendidas en

16ml del tampon TB1 frio (apéndice). La suspension bacteriana se incub6 de nuevo 15min en

hielo, se centrifugé como antes y, una vez descartado el sobrenadante, se resuspendieron las

bacterias en 4ml del tampon TB2 frio (apéndice). Seguidamente, la suspension bacteriana fue

alicuotada en fracciones de 300l

inmediatamente a -80°C.

qgue fueron utilizadas directamente o congeladas
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El protocolo de transformaciéon consisti6 en mezclar DNA con una alicuota de células
competentes e incubar la mezcla 10min en hielo, 90s a 42°C, 2min en hielo y 1h a 37°C con
1ml de LB.

4.4.2 Electroporacion

Para la obtencion de células competentes para electroporar se partié de un cultivo de 50ml en
fase exponencial (Absorbancia 600nm = 0,5) realizado en LB a 37°C con agitacion. Tras
incubar el cultivo 10min en hielo, se recogieron las bacterias por centrifugacion a 5.000 x g
durante 15min. El sobrenadante resultante fue descartado y las bacterias fueron resuspendidas
en 25ml del tampon SMEB frio. A continuacion se realizaron dos lavados mas de las células
bacterianas utilizando las mismas condiciones de centrifugacién y el mismo tampoén, pero
reduciendo el volumen de resuspensiéon a 5ml y 500pul. Finalmente, la suspension bacteriana
fue alicuotada en fracciones de 100ul que fueron utilizadas directamente o congeladas

inmediatamente a -80°C.

El protocolo de electroporacion consistié en mezclar DNA (5ul, 1ug) con una alicuota de células
competentes e incubar la mezcla 5min en hielo. A continuacién la mezcla fue transferida a una
cubeta de electroporacion de 0,2cm, a la cual se le aplicaron 2,5KV en un pulso de 5ms,
utilizando el equipo Gen Pulser Xcell (Bio-Rad). A continuacion se afiadiéo 1ml de LB liquido y
se incubd a 37°C con agitacion durante 1h. Posteriormente se plaquearon las bacterias sobre

medio LB con la resistencia antibiética adecuada.

4.4.3 Construccion del mutante deficiente en eftM

Para la construccion del mutante deficiente en la enzima EftM, se utilizé el protocolo descrito
por Quénée y colaboradores (Quénée et al., 2005), siguiendo el esquema mostrado en la figura
12.

En primer lugar, utilizando cebadores especificos (tabla 6) que incorporaban los sitios de
restriccion indicados en la figura, amplificamos dos fragmentos del gen eftM separados entre si
por 100pb.

Los fragmentos resultantes se ligaron al vector pEX100Tlink en una ligacion triple. Al vector
resultante se le insert6 el gen que confiere resistencia a gentamicina (aacC1) procedente del
plasmido pUCGmlox y el plasmido resultante fue introducido en E. coli DH5a por
transformacion. Los transformantes se seleccionaron en placas de LB con ampicilina30ug/ml y
gentamicina 5ug/ml. Este plasmido, al ser derivado de pEX100Tlink, es incapaz de replicarse
en P. aeruginosa (plasmido suicida), y ademas incopora el gen sacB causante de la muerte
celular en presencia de sacarosa. Para introducir este plasmido en P. aeruginosa, se

transformd en primer lugar la cepa E. coli S17.1 y posteriomente se transfirid desde esta cepa a
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la cepa PAOL de P. aeruginosa por conjugacion. Los transconjugantes se crecieron en placas

de MH agar que contenian sacarosa al 5%, gentamicina 30ug/ml y cefotaxima 1ug/ml.
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Figura 12. Esquema que muestra el protocolo seguido para la construccion del
mutante deficiente en el gen eftM.
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La incapacidad de replicacion del plasmido pEX100Tlink en P. aeruginosa, la necesidad de
integrar el gen de resistencia a gentamicina y la letalidad que provoca el gen sacB determiné la
doble recombinacién como Unica opcion para la viabilidad celular. De esta manera, se
seleccionaron células de P. aeruginosa doble recombinantes que tuvieran incorporado en su
cromosoma el correspondiente gen mutado con el casete de gentamicina (aacC1l) insertado y
sin el gen silvestre y el plasmido pEX100Tlink. La ausencia del plasmido en los dobles
recombinantes se verificd por la sensibilidad de éstos a la carbenicilina (200ug/ml). Finalmente,
y con el fin de eliminar el casete de resistencia a gentamicina, los mutantes fueron
transformados por electroporacion con el plasmido pCM157 que es capaz de reconocer y
recombinar las secuencias lox flanqueantes en el casete de resistencia a gentamicina. La
fiabilidad de las construcciones asi generadas fue confirmada por amplificacion por PCR y

secuenciacion.

4.4.4 Construccion de los plasmidos pUCP18ApGw(tufB), pUCP18ApGw (tufBK5A) y
pUCP18ApGw/(eftM)

Estas construcciones se realizaron siguiendo las indicaciones del sistema de clonacion
Gateaway (Life technologies) y los cebadores de la tabla 6. El gen tufB fue amplificado por
PCR utilizando el DNA genémico de PAOL y los cebadores tufBF y tufBR. El producto de PCR
obtenido fue primero clonado en el vector pENTR/D-TOPO y luego transferido al vector de
expresion compatible con Gateaway pUCP18ApGw, que deriva de pUCP18, clonando el marco
de lectura A del sistema de conversion del vector Gateaway en el sitio Smal, utilizando la
clonasa LR. El plasmido resultante recibi6 el nombre de pUCP18ApGw(tufB).

Para la generacion de la proteina mutante EF-Tu K5A, se utilizé el mismo protocolo explicado
anteriormente, pero sustituyendo el cebador tufBF por el tufBFK5A, en el cual el codon que
codificaba para una lisina en el gen tufB, fue sustituido por un codén que codificaba para la
alanina. El plasmido resultante recibi6 el nombre de pUCP18ApGw(tufBK5A).

El gen eftM también fue clonado en el vector de expresion pUCP18ApGw utilizando el
protocolo descrito anteriormente y los cebadores PA4178F y PA4178R en el genoma de PAOL.
El plasmido resultante recibié el nombre de pUCP18ApGw(eftM).

4.5 Ensayos con cultivos celulares

451 Lineacelular

Todos los ensayos se realizaron con la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT
(Boukamp et al., 1988).

Para el mantenimiento y crecimiento de esta linea celular se utiliz6 medio DMEM/Ham’s F-12

con L-Glutamina (PAA), suplementado con un 10% de suero de ternera fetal, previamente
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inactivado por calor, y un 1% de una combinacién de antibiéticos que consistia en penicilina,
estreptomicina y fungizone. Las células se crecieron a 37°C y 5% CO, sobre plastico o
membranas de poliéster, ambos previamente recubiertos durante 18h a 37°C con la solucion
de recubrimiento que contenia fibronectina-coladgeno y albumina sérica bovina (BSA) en un

tampon hepes salino (HBS) (apéndice).

4.5.2 Ensayos de invasion y transmigracion bacteriana

Para medir la entrada y el paso de P. aeruginosa en y a través de células HaCat polarizadas,
utilizamos unos insertos de poliéster que disponian de dos camaras de cultivo separadas por
una membrana con un tamafio de poro de 3um (Corning Costar Corp.) (figura 13) dispuestos
en placas de cultivo de 12 pocillos. Para estos experimentos se depositaron 5x10* células por
pocillo y se dejaron crecer hasta alcanzar la confluencia, cuando fueron transferidas al medio
de diferenciaciéon (Uchida et al., 2001). La resistencia eléctrica transepitelial (RET) se midio
mediante el uso del Ohmimetro (EVOMX; World Precision Instruments) y con el electrodo
STX100.

Las células fueron

infectadas  con  2x10’ Camara apical

bacterias/ml (relacion

bacteria/queratinocito 50:1) CS::;E

que habian crecido en LB \ células

agar a 25°C y habian sido - Membrana
de poliéster

resuspendidas en medio
DMEM/Ham’s F-12. A las 2,

4 y 6h después de la Figura 13. Diagrama de inserto de cultivo celular.

infeccibn se  recogieron

100ul de la caAmara apical para determinar la viabilidad celular y otros 100 de la camara basal
que fueron diluidos y depositados en placas de LB agar para cuantificar el nimero de bacterias
que habian cruzado la capa de queratinocitos. Seguidamente, se retir6 el medio de ambas
camaras, se lavaron los insertos tres veces con PBS, y se incubaron durante 1h en medio
DMEM/Ham’s F-12 con gentamicina 100ug/ml en ambas camaras para eliminar la bacterias
extracelulares. Transcurrido este tiempo, se realizaron tres lavados con PBS y las células
fueron lisadas con Triton X-100 (Sigma Aldrich) al 0,5% en PBS durante 10min. Finalmente,
para cuantificar el nimero de bacterias que habian entrado en las células, se plaquearon

distintas diluciones del lisado celular sobre placas de LB agar.

Inhibicion de la transmigracion por el antagonista PAFR

Células HaCaT crecidas sobre insertos de poliéster, como se ha descrito anteriormente, fueron

pre-tratadas durante 30 minutos con antagonista del PAFR (1-O-Hexadecyl-2-acetyl-sn-
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glycero-3-phospho-(N,N,N-trimethyl)-hexanolamine) (Alexis) a una concentracion de 75nM o,
en el caso de los controles, con un volumen equivalente del vehiculo (etanol absoluto). Ambos
tratamientos se diluyeron en DMEM/Ham’s F-12. Tras esta incubacion, se retird el medio de las
camaras apical y basal, colocando medio DMEM/Ham’s F-12 en la camara basal, y la
suspension bacteriana en la camara apical. La suspensién bacteriana (2x10’ bacterias/ml,
crecidas en LB agar a 25°C), se prepar6 en medio de cultivo que contenia el antagonista 75nM
o el vehiculo. Tras 2h de infeccién en presencia del antagonista, se retird la suspension
bacteriana, se lavo con PBS la camara apical y se volvié a rellenar con medio de cultivo. Tras
una hora de incubacién se realizaron plaqueos cuantitativos de la camara basal para

determinara la transmigracion bacteriana.

454 Medicion de la viabilidad celular

La viabilidad celular se determind mediante la valoracion de la actividad de la lactato
deshidrogenasa (LDH) liberada al medio como consecuencia de la lisis celular. La actividad de
la LDH se cuantifico con el Kit de deteccion de citotoxicidad de Roche siguiendo las
instrucciones del fabricante.

45,5 Medicién de la permeabilidad paracelular

La permeabilidad paracelular se midié6 mediante el uso de dextrano marcado con isotiocianato
de fluoresceina (FITC) (Sigma Aldrich). Para ello, tras infectar las células durante 6h, tal como
se ha descrito en los ensayos de transmigracion bacteriana, el medio de cultivo de la camara
apical, que contenia la suspension bacteriana, fue reemplazado por medio de cultivo que
contenia dextrano marcado con FITC a una concentracién de 100ug/ml. Por su parte, el medio
de cultivo de la cdmara basal se reemplazé por medio de cultivo fresco. Al cabo de 1h, se
determind la fluorescencia en la camara basal mediante un fluorimetro (Cary Eclipse),
utilizando una longitud de onda de excitacion de 485nm y una longitud de onda de emision de
530nm.

4.6 Técnicas de microscopia

4.6.1 Microscopia electronica de barrido

Las membranas de los insertos de poliéster sobre las que se habian realizado cultivos de
células HaCaT polarizadas y que habian sido infectadas con P. aeruginosa, fueron preparadas
para su observacién al microscopio electrénico de barrido. Para ello, tras los distintos
tratamientos, las membranas de los insertos se lavaron tres veces con PBS y se fijaron
sumergiéndolas 18h a 4°C en una solucion con glutaraldehido al 3% en PBS. Seguidamente,

las muestras fueron deshidratadas por sucesivos tratamientos de 10 minutos de duracién a
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temperatura ambiente con etanol al 25%, 50%, 75% y 100%. Finalmente, las muestras fueron

recubiertas con oro y visualizadas en el microscopio electrénico de barrido (Hitachi S3400N).

4.6.2 Inmunomicroscopia de fluorescencia

Para la observacion de las uniones intercelulares establecidas entre las células HaCaT, éstas
fueron crecidas hasta la confluencia sobre cubreobjetos de plastico (Sarstedt), permeabilizadas
durante 30 minutos a temperatura ambiente con Triton al 0,1%, lavadas con PBS vy fijadas con
paraformaldehido al 3,7% en PBS a 4°C durante 20 minutos. Tras realizar tres lavados con
PBS, para eliminar por completo la solucion fijadora, las muestras fueron bloqueadas con PBS-
BSA al 3% e incubadas sucesivamente con anticuerpos monoclonales de ratén anti-ZO-1
(1:50) y anticuerpos anti-lgG de raton conjugados con ficoeritrina (1:50), ambos diluidos con
PBS-BSA al 3%. Todas las incubaciones se realizaron a 37°C durante 1 hora con tres lavados
con PBS entre cada incubacion. Finalmente, las muestras fueron cubiertas con medio de
montaje DAKO®Fluorescent (DakoCytomation) y observadas en el microscopio confocal

(Leica).

4.7 Técnicas con Animales

4.7.1 Modelo animal de infeccion en quemaduras

Para estos estudios se utilizaron ratones BALB/c hembra de entre 20 y 25g, que fueron
estabulados en grupos de 6 animales por caja, con acceso a la comida y al agua ad limitum,
con un fotoperiodo de 12h de luz y 12h de oscuridad, con una temperatura ambiental de unos

21°C y un rango de humedad de entre el 30 y 70%.

Para realizar la quemadura y la infeccion seguimos el protocolo previamente descrito por
Nichols y colaboradores (Nichols et al., 2013). Los ratones fueron anestesiados mediante
inyeccion intraperitoneal con una mezcla de anestésico y relajante muscular (10ul de ketamina
(Imalgéne 1000) + 5ul de xilacina (Xilagesic 2%) por cada 10g de peso corporal). Una vez
anestesiados se procedid a afeitar una superficie de aproximadamente un centimetro
cuadrado, de la zona de la espalda. La quemadura se realiz6 mediante una varilla metalica
maciza de un diametro aproximado de 0,5cm, que se mantuvo en un vaso con agua hirviendo.
Cuando el animal seguia bajo los efectos de la anestesia, se aplicd sobre la piel afeitada el
extremo de la varilla hirviendo durante 5 segundos. Tras producir la quemadura, y con el animal
aun anestesiado, se infectaron los ratones por via subcutanea inyectando un volumen de 60 pl
de una suspension bacteriana en PBS. La suspension bacteriana se obtuvo a partir de cultivos
en fase exponencial crecidos a 25°C en caldo LB. A continuacién se aplicé suero salino para

hidratar la zona quemada. Los animales fueron vigilados a lo largo de 7 dias.
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Para la determinacion de la presencia de bacterias en sangre, cada 12h se realizé una
pequefia incision en la vena de la cola de la que se recogieron aproximadamente 10 ul de

sangre que fueron plagueados inmediatamente sobre placas de medio Pseudomonas.
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Resultados

5.1 Construccion de un mutante deficiente en la modificacién de EF-Tu

En un trabajo previo (Barbier, 2010), el analisis por Western Blot con el anticuerpo monoclonal
MAb TEPC-15, especifico contra el epitopo de fosforilcolina, de los extractos celulares totales
de cada uno de los 5.514 mutantes de la libreria de mutantes derivada de la cepa P.
aeruginosa PA14 construida por Liberati y col. (Liberati et al., 2006) identific6 un solo mutante,
PA14 _09870:MAR2xT7, deficiente en la capacidad de modificar EF-Tu con fosforilcolina tanto a
25°C como a 37°C (figura 14). En este mutante, el transposdn MAR2xT7 estaba localizado en
el locus PA4178 que, hipotéticamente, codifica una metiltransferasa. A este gen le
denominamos eftM, del inglés “Elongation Factor Tu Modifying enzime” y a su producto EftM.
Para la realizaciéon de este trabajo construimos el mutante PAO1AeftM insertando por doble
recombinacion alélica en la cepa PAO1 una version del gen eftM con una delecion interna, tal
como se ha descrito anteriormente en la seccion de métodos. Tal como se observa en la figura
14A, el mutante PAO1AeftM también fue incapaz de modificar EF-Tu a 25° y a 37°C, mientras

gue los niveles de EF-Tu eran similares a los de la cepa parental PAO1 (figura 14B).
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Figura 14. Analisis por Western Blot de la modificacién de EF-Tu en distintas cepas.
Las proteinas de los extractos celulares totales de las cepas indicadas crecidas a 25°C o a
37°C fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida y analizadas por
inmunoblot utilizando anticuerpos especificos para fosforilcolina (MAb TEPC-15) (panel A) o
especificos para EF-Tu, como control de carga (panel B).

La cepa parental PAO1 y el mutante PAO1AeftM mostraron tasas de crecimiento similares sin
diferencias significativas tanto a 37°C como a 25°C; el tiempo de duplicacion de la fase
exponencial vario entre 33 y 36 min a 37°C y entre 92 y 96 min a 25°C (figura 15). Ademas, la
cantidad total de proteina por bacteria para ambas cepas fue similar (PAO1; 1100+80fg/ufc,
PAO1AeftM; 1000+10fg/ufc).
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Figura 15. Curva de crecimiento de P. aeruginosa. Las cepas PAO1 y PAO1AeftM fueron
crecidas en medio LB a 37°C o a 25°C determinandose la absorbancia de los cultivos a
600nm a lo largo de 10h.

5.2 Conservacion del enzima en otras especies

La proteina EftM est4 conservada en todos los genomas completos de las cepas de P.

aeruginosa presentes en http://www.pseudomonas.com (Winsor et al., 2011) con una

excepcion, P. aeruginosa DK2 (aislado de un paciente con FQ que se sabe que tiene
deleciones gendmicas) (Rau, Marvig, Ehrlich, Molin, & Jelsbak, 2012; Yang et al., 2011). De las
cepas de P. aeruginosa presentes en la base de datos, PA7 es la que presenta una menor
identidad de secuencia (87%), mientras que todas las otras tienen una identidad de sus
secuencias superior al 99%, con respecto a la del enzima EftM de PAO1. En muchas otras
especies de Pseudomonas también existen homélogos de EftM, incluyendo P. mendocina, P.
stutzeri, P. fulva y P. syringae. En estas cuatro especies la homologia con la secuencia
aminoacidica del enzima EftM de PAO1l es siempre superior al 70%, concretamente P.
mendocina NK-01 tiene una identidad de secuencia del 74,09%, P. stutzeri DSM10701 del
73,17%, P. syringae pv. tomato DC3000 del 80,97% y P.fulva 12-X del 70,45%.

Para determinar si los homdlogos de EftM, presentes en otras especies de Pseudomonas, son
activos y tienen la misma funcién que en P. aeruginosa, decidimos investigar si la proteina EF-
Tu, de un representante de cada una de estas especies, reaccionaba con el anticuerpo MAb
TEPC-15 especifico para fosforilcolina. El andlisis por Western Blot de los extractos de
proteinas totales de las cepas P. mendocina ATCC 25411, P. stutzeri ATCC 17591 y P.
syringae pv. tomato DC3000 crecidas a 25°C, demostré que, al igual que en P. aeruginosa, EF-
Tu reacciona con el anticuerpo anti-fosforilcolina. Por el contrario, la proteina EF-Tu presente
en los extractos celulares de la cepa de P. fulva ATCC 31418, crecida tanto a 25 como a 37°C,

no reacciond con el anticuerpo.
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Figura 16. Analisis por Western Blot de la modificacién de EF-Tu en distintas cepas.
Las proteinas de los extracto celulares totales de las cepas indicadas crecidas a 25°C o a
37°C fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida y analizadas por
inmunoblot utilizando anticuerpos especificos para fosforilcolina (panel A) o especificos para
EF-Tu como control de carga (panel B).

El analisis por BLAST utilizando la secuencia de la proteina EftM indica la gran distribucion de
homdlogos entre otras gammaproteobacterias (incluyendo Shewanella sp. y Vibrio sp.), asi

como Firmicutes.

5.3 Identificacién de los residuos modificados por EftM en EF-Tu

Con el fin de identificar los residuos de amino&cidos de EF-Tu que eran modificados por EftM y
que permitian que el factor de elongacién reaccionara con el anticuerpo anti-fosforilcolina,
purificamos EF-Tu, tanto de la cepa parental PAO1 como del mutante PAO1AeftM, ambas
crecidas a 25°C. Para la purificacion de EF-Tu de P. aeruginosa clonamos el gen tufB en el
vector pUCP18ApGw incorporando una cola de histidinas en el extremo N-terminal de EF-Tu
para dar lugar al plasmido pUCP18ApGw(tufB) que fue introducido en PAO1 y PAO1AeftM. Las
proteinas purificadas fueron analizadas por espectrometria de masas en tandem previa
digestion con tripsina. El andlisis de EF-Tu purificado a partir de PAO1AeftM identificd un pico
con una masa de 708,365Da correspondiente al péptido con los residuos 4-8 (EKFER) de EF-
Tu de P. aeruginosa (figura 16A). El analisis de EF-Tu purificado de PAOL crecida a 25°C
identificé un pico con una masa de 750,412Da (figura 16B). Este incremento se correspondia
con la adicion de tres grupos metilo (42,047Da) al residuo 5 de lisina. Para confirmar este
resultado reemplazamos exclusivamente el residuo 5 de lisina por una alanina dando lugar a la
proteina EF-Tu K5A. El andlisis por espectrometria de masas de EF-Tu K5A purificada de
PAO1 demostré la ausencia de grupos metilo identificando un pico con una masa de
651,319Da correspondiente al péptido EAFER (figura 16C).
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Figura 16. Anédlisis por espectrometria de masas en tandem de EF-Tu de P.
aeruginosa. La proteina EF-Tu purificada a partir del mutante deficiente en EftM,
PAO1AeftM (EF-Tu, A), de la cepa parental PAO1 (EF-Tu*, B), y de PAO1 con una
mutacion puntual en el gen tufB que sustituye el residuo de lisina 5 por un residuo de
alanina (EF-Tu K5A, C) fue purificada, digerida con tripsina y analizada por espectrometria
de masas en tandem.

Estos resultados indican que EftM modifica Unica y exclusivamente el residuo 5 de lisina de EF-
Tu, incorporando tres grupos metilo a este residuo dando lugar a una estructura muy similar al

epitopo de fosforilcolina (figura 17).
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Figura 17. Estructura molecular de la trimetil-lisinay la fosforilcolina. Los grupos metilo
estdn sombreados en ambas moléculas. Los dtomos de hidrogeno, carbono, nitrégeno,
oxigeno y fosforo estan coloreados en blanco, gris, azul, rojo y rosa, respectivamente.

Para confirmar este resultado, investigamos si las proteinas que habian sido analizadas por
espectrometria de masas en tidndem reaccionaban con los anticuerpos especificos contra
fosforilcolina o contra di/trimetil-lisina. Tal como se muestra en la figura 18, la proteina EF-Tu
purificada a partir de PAOL1 crecida a 25°C (sefialada en la figura como EF-Tu*) reaccioné con
ambos anticuerpos a diferencia de las proteinas EF-Tu purificada a partir de la cepa mutante
deficiente en EftM (sefialada en la figura como EF-Tu) o la proteina EF-Tu K5A que presenta la
sustitucion de la lisina 5 por una alanina purificada a partir de PAO1 crecida a 25°C (EF-Tu
K5A). Estos resultados indican que la modificaciéon post-traduccional de EF-Tu detectada por el
anticuerpo especifico contra fosforilcolina MAb TEPC-15 es en realidad una trimetilacion del

residuo 5 de lisina de EF-Tu.

S I S | Ant-EF-Tu

Anti-fosforilcolina

Anti-di/trimetil-lisina

EF-Tu

EF-Tu* l '

EF-Tu K5A

Figura 18. Anédlisis por Western Blot de la proteina purificada EF-Tu obtenida a partir
del mutante deficiente en EftM (EF-Tu), EF-Tu obtenida a partir de PAO1 crecida a
25°C (EF-Tu*), y EF-Tu con lalisina 5 sustituida con una alanina (EF-Tu K5A) obtenida
también a partir de PAO1 crecida a 25°C, con los anticuerpos especificos contra EF-
Tu, fosforilcolina y di/trimetil-lisina.
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Para ratificar la actividad de EftM, transferimos el plasmido pUCP18ApGw(eftM), que expresa
el gen eftM constitutivamente bajo la direccién del promotor lacZ, al mutante deficiente en EftM
derivado de PAO1, PAO1AeftM, asi como a Escherichia coli DH5a, que no presenta ningun
gen homologo a eftM en su genoma. El analisis por Western Blot de las cepas portadoras del
plasmido demostré6 que eftM es suficiente para modificar EF-Tu, incluso en un sistema

heter6logo como es E. coli (figura 19).
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Figura 19. Andlisis por Western Blot de la modificacion de EF-Tu en distintas cepas.
Las proteinas de los extracto celulares totales de las cepas indicadas crecidas a 25°C o a
37°C fueron separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida y analizadas por
inmunoblot utilizando anticuerpos especificos para fosforilcolina (MAb TEPC-15) (panel A) o
especificos para EF-Tu como control de carga (panel B).

Ademas, el analisis por

espectrometria de masas
de la proteina EF-Tu de
P. aeruginosa purificada a
partir de la cepa de E. coli

AU

6000 750.416

EK*FER
(+3 CHa)

4000 -

pUCP18ApGw(tufB)
pUCP18ApGw(eftM), que

expresaba

+

2000 -
702.378

simultaneamente EF-Tu
y EftM,

misma

689,393

630

recombinante -
870 710 730 750

identifico la Masa (Da)

modificacion que
observamos en PAO1

crecida a 25°C (figura 20).

Figura 20. Analisis por espectrometria de masas en
tdndem de la digestién con tripsina de EF-Tu purificado de
la cepa de E. coli pUCP18ApGw(tufB) +
pUCP18ApGw(eftM), que expresaba simultdneamente EF-
Tu recombinante y EftM. La figura muestra el péptido
derivado de EF-Tu que esta modificado con tres grupos metilo
debido a la accion de la enzima EftM de P. aeruginosa.
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En su conjunto, estos resultados indican que eftM codifica una nueva metiltransferasa que es
capaz y suficiente para modificar el residuo 5 de lisina de EF-Tu dando lugar a una estructura

guimicamente similar a la fosforilcolina presente en el factor activador de plaquetas.

5.4 Localizacion celular de EftM.

EF-Tu es la proteina bacteriana mas abundante en el citoplasma siendo un componente
esencial para la sintesis de proteinas. EF-Tu también puede encontrarse en la superficie donde
puede interaccionar con el hospedador (Barbier et al., 2008; Kunert et al., 2007).

Con el fin de localizar en que compartimento celular se encuentra la enzima EftM y en que
lugar lleva a cabo la trimetilacion de EF-Tu, aislamos las fracciones celulares correspondientes
al citoplasma y las envolturas de la cepa parental PAO1 crecida a 25°C en LB y determinamos
la presencia de EF-Tu modificado en cada una de ellas mediante el uso de anticuerpos

especificos (figura 21A).

Como era de esperar, el andlisis por Western Blot con anticuerpos especificos para EF-Tu
detectd la presencia de esta proteina tanto en la fraccién citoplasmatica como en las envolturas
celulares. La proteina EF-Tu presente en el citoplasma reacciono tanto con el anticuerpo MAb
TEPC-15 para fosforilcolina como con el anticuerpo para di/trimetil-lisina sugiriendo que la
modificacién post-traduccional debe llevarse a cabo en el citosol de la célula bacteriana. Para
confirmar este resultado determinamos en que fraccion celular estaba la enzima EftM
responsable de la modificacion. Para ello, al no disponer de anticuerpos especificos para EftM,
aislamos la fraccion citoplasmatica y las envolturas celulares de la cepa PAOl
pUCP18ApGw(eftM) que es portadora de la proteina EftM recombinante marcada con el
péptido FLAG en el extremo N-terminal de la proteina, lo que permite su deteccién con
anticuerpos anti-FLAG (figura 21B). El andlisis de la fraccion citoplasmatica con estos
anticuerpos indicé que EftM esta presente en el citosol de la célula por lo que, atendiendo a los
resultados anteriores, la modificacion post-traduccional de EF-Tu se produce en el citoplasma

de la célula bacteriana.
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Figura 21. Analisis por Western Blot con distintos anticuerpos y de la actividad
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de la fraccion citoplasmatica y de las envolturas
celulares, obtenidas de PAOL (panel A) o PAOL1 pUCP18ApGw(eftM) (panel B). Las
proteinas (20ug) de cada fraccion fueron separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida y analizadas por inmunoblot utilizando anticuerpos especificos para EF-Tu,
para fosforilcolina (MAb TEPC-15), para di/trimetil-lisina, para FLAG (EftM) y para OprF. La
actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue determinada utilizando 20ug
de cada fraccion. + indica detecciéon de actividad mientras que — indica actividad
indetectable.

El analisis de las envolturas celulares también detectd la presencia de EF-Tu modificado en
ellas lo que, en principio, podria sugerir que EF-Tu, una vez modificado, es transportado a la
envoltura celular por un mecanismo todavia desconocido. Sin embargo, también pudimos
detectar la presencia de EftM en las envolturas celulares, por lo que no podemos descartar que

la modificaciéon de EF-Tu también se produzca en las envolturas.

La calidad de las fracciones aisladas en cada caso fue evaluada mediante el analisis de cada
una de ellas por Western Blot con anticuerpos especificos contra OprF, una proteina exclusiva
de membrana externa, y mediante la determinacion de la actividad de la enzima glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa, una enzima exclusivamente citoplasmatica.

Las envolturas celulares contenian tanto la membrana citoplasmatica o interna como la
membrana externa. Para investigar con mayor detalle la localizacién de EF-Tu modificado
aislamos por gradiente de densidad la membrana externa e interna de PAOL1 crecida a 25°C en
LB y determinamos la presencia de EF-Tu trimetilado en cada una de ellas mediante el uso de
anticuerpos especificos (figura 22A). La presencia de EF-Tu trimetilado fue detectada tanto en
la membrana interna como en la externa. La ausencia de actividad de la enzima glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa en las dos fracciones indico la ausencia de contaminacion
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citoplasmatica en ambas muestras. Ademas, la membrana interna no estaba contaminada por
proteinas de la membrana externa ya que el anticuerpo especifico para OprF no detectd su

presencia en la membrana interna.

Para determinar la localizacion de EftM utilizamos la misma estrategia, pero en este caso
aislando las membranas a partir de la cepa PAO1 pUCP18ApGw(eftM) y detectando EftM
indirectamente mediante el uso de anticuerpos anti-FLAG, como hemos descrito anteriormente
(figura 22B). Los resultados del analisis de la membrana interna y externa de esta cepa

indicaron que EftM estaba presente, predominantemente, en la membrana externa.
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Figura 22. Analisis por Western Blot con distintos anticuerpos de la membrana
externa e interna obtenidas de PAOL1 (panel A) o PAO1 pUCP18ApGw/(eftM) (panel B).
Las proteinas (20ug) de cada membrana fueron separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida y analizadas por inmunoblot utilizando anticuerpos especificos para EF-Tu,
para di/trimetil-lisina, para FLAG (EftM) y para OprF.

Los resultados obtenidos en el andlisis de las fracciones fueron verificados por
inmunomicrocopia electronica (figura 23). Las secciones de células de PAOL crecida a 25°C
fueron incubadas con anticuerpos especificos para EF-Tu que posteriormente fueron
detectados con anticuerpos marcados con oro y visualizadas en el microscopio electronico de
transmision. La proteina EF-Tu se localiz6 tanto en el citoplasma como en las membranas
interna y externa (panel A), al igual que habia sucedido al analizar cada una de las fracciones
aisladas. Las secciones de PAO1 incubadas solo con el anticuerpo secundario (panel D),
demostraron la especificidad de la deteccién. Al incubar las secciones de PAO1 con los
anticuerpos especificos para di/trimetil-lisina se obtuvo un patron de marcaje similar al obtenido
anti-EF-Tu, detectando a este epitopo tanto en el citoplasma como en ambas membranas
(panel B). En este caso, para demostrar la especificidad de la unién, utilizamos como control
secciones de células del mutante deficiente en EftM incubadas con los mismos anticuerpos que
las secciones de PAOL1 (panel E). Finalmente, incubamos secciones de células de la cepa
PAO1 pUCP18ApGw(eftM) para localizar el enzima EftM mediante el uso de anticuerpos anti-

FLAG. Tal como se observa en el panel C, el enzima EftM se localiz6, principalmente, en el
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citoplasma, aunque también se pudo detectar en la envoltura bacteriana. El control, secciones
de PAO1, no reaccion6 con el anticuerpo anti-FLAG (panel F).

Figura 23. Localizacion de EF-Tu modificado y EftM por inmunomicroscopia
electronica. La figura muestra fotografias de microscopia electronica de transmision
representativas de secciones de la cepa PAO1 (paneles A, B, D, F), la cepa PAO1
pUCP18ApGw(eftM) (panel C) o el mutante PAO1AeftM (panel E) incubadas con
anticuerpos especificos para EF-Tu (panel A), para di/trimetil-lisina (paneles B y E), para
FLAG (paneles C y F) o sin anticuerpo primario (panel D). Los anticuerpos primarios fueron
detectados con anticuerpos secundarios marcados con bolas de oro coloidal de 20nm de
diametro.

5.5 Latrimetilacion de EF-Tu contribuye a la invasion de P. aeruginosay
alatransmigracion de queratinocitos polarizados.

Segun los resultados de Barbier y colaboradores, la modificacion del residuo 5 de lisina de la
proteina EF-Tu con tres grupos metilo media la entrada de P. aeruginosa en las células del
tracto respiratorio (Barbier et al., 2013). Para determinar si la trimetilacion de EF-Tu también es
esencial para la interaccion del microorganismo con los queratinocitos de piel humanos, la cepa
parental PAO1 y su mutante derivado deficiente en EftM, PAO1AeftM, el cual es incapaz de
modificar EF-Tu, se crecieron a temperatura ambiente, se incubaron con queratinocitos
polarizados y se compar6 su capacidad de entrar y atravesar células HaCaT crecidas sobre
insertos como modelo in vitro de queratinocitos de piel polarizados.

En cada uno de los puntos de tiempo ensayados, PAOl1l entré6 en las células mas
eficientemente que el mutante PAO1AeftM (figura 24A). Después de 4 horas de infeccion, el
mutante PAO1AeftM fue incapaz de cruzar la barrea epitelial mientras que al menos 100
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bacterias de PAO1 transmigraron de la camara apical a la basal (figura 24B). De forma
parecida, después de 6 horas de infeccién la habilidad de atravesar las células de la cepa
salvaje PAO1 era 100 veces superior a la mutante PAO1AeftM. No hubo diferencias en la
liberacion de lactato deshidrogenasa entre los cultivos de queratinocitos estimulados con PBS
o con cada una de las cepas bacterianas (figura 24C), confirmando que la alteracién de la
integridad de la barrera del epitelio no se debia a la citotoxicidad. Estos resultados sugieren
que la trimetilacién de EF-Tu esta involucrada en el paso de P. aeruginosa a través de un

modelo in vitro de queratinocitos de piel polarizados.

B3 Control BN PAO1 [ PAO1AeRM Figura 24. Efecto de la trimetilacion de
A EF-Tu en la invasion de P. aeruginosa y
" la transmigracion de queratinocitos
2 ) L L polarizados. Bacterias recuperadas desde
;Zf-t- — el compartimento intracelular (A) o desde el
EE compartimento basal (B) después de 2, 4y
EEEZ 6 horas de infeccion apical de las células
E n HaCaT polarizadas con las cepas PAO1 o
s 2h 4h 6h PAO1AeftM. (C) LDH liberada al medio de
B cultivo por queratinocitos a las 2, 4 y 6 horas
5 después de la infeccion. La citotoxicidad es
'?:i — expresada como el porcentaje de la
'gge- cantidad de LDH liberada por queratinocitos
£5 4 no infectados lisados con Triton X-100 al
E gz- 10% (control positivo). Al menos tres
E , experimentos independientes, cada uno
2h 4n ah realizado por triplicado, se llevaron a cabo
c para cada ensayo. Las barras de error
E 207 representan los errores estandar de las
Igﬁ- medias. El andlisis estadistico realizado fue
g =-§ 1o un test T-Student de dos colas no pareadas:
%é en el que * representa un valor P<0,05; y **
b % " representa un valor P<0,01
€ " oh 4h 6h
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5.6 P. aeruginosainduce cambios en la expresiéon de ZO-1 de los

gueratinocitos.

Para testar el efecto de P. aeruginosa con EF-Tu modificado sobre el epitelio, se midid la
permeabilidad paracelular de células HaCaT polarizadas estimuladas con bacterias. Después
de 6 horas de estimulacion con PAOL, la permeabilidad paracelular habia aumentado un 255%
+ 24.4% y s6lo un 169.7% + 7.1% tras la estimulacién con PAO1AeftM, en comparacion con
células control no infectadas (figura 25A). Las imagenes de microscopia electronica de barrido
de queratinocitos polarizados que eran expuestos a la cepa PAO1 de P. aeruginosa mostraron
alteracion de las uniones intercelulares (figura 25B) y, en muchos casos, se observaron
bacterias en las brechas entre células (figura 25C). Estas roturas de las uniones intercelulares
no se observaron en las células no infectadas (datos no mostrados). Decidimos investigar si la
alteracion de las uniones intercelulares inducida por P. aeruginosa estaba asociada con
cambios en la expresién de componentes del epitelio involucrados en el mantenimiento de la
integridad de la barrera como las proteinas de las uniones estrechas Zonnula Ocludens-1 (ZO-
1), claudina 7 y ocludina.

El andlisis por Western Blot demostr6 una marcada reducciéon de ZO-1, pero no de la claudina
7 ni de la ocludina después de la exposicion de queratinocitos a P. aeruginosa (figura 26A y
26B). Esta reduccion fue detectada después de 4 y 6 horas de infeccion y era mas pronunciada
en los queratinocitos infectados con la cepa salvaje que con la mutante en eftM (figura 26B). La
inmunomicroscopia de fluorescencia reveld que el patron de cinturon continuo que forma la
tincion de ZO-1 en la capa de células no estimuladas (figura 26C, control) fue alterado y se
detectaba como una sefial interrumpida en las uniones intercelulares después de 4 horas de
infeccién con P. aeruginosa. Como ocurre en el analisis por Western Blot, percibimos que la
sefial de ZO-1 en las uniones intercelulares en los queratinocitos infectados con PAO1 estaba
més alterada que en los queratinocitos infectados con PAO1AeftM (figura 26C).
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Figura 25. P. aeruginosa reduce la expresion de ZO-1 en los queratinocitos. (A)
Western Blot representativo de la presencia de ZO-1, claudina-7, ocludina y B-actina (como
control de carga) en extractos totales de monocapas de células HaCaT no infectadas
(control) o infectadas con PAO1 o PAO1AeftM durante 2, 4 6 6 horas. (B) Andlisis
densitométrico de la expresién de ZO-1 en células HaCaT infectadas con PAOl o
PAO1AeftM durante 4 horas (panel izquierdo) y 6 horas (panel derecho). La expresion de
Z0O-1 se muestra relativa a la expresion de controles no tratados. Los resultados
corresponden a cuatro experimentos independientes. Las barras de error representan los
errores estandar de las medias. Los analisis estadisticos se realizaron con un test T-Student
de dos colas no pareadas: en el que * representa un valor P<0,05. (C) Inmunomicroscopia
de fluorescencia de la expresién de ZO-1 en monocapas de células HaCaT sin infectar
(control) o infectadas con PAO1 o PAO1AeftM durante 6 horas.
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5.7 Contribucion de PAFR en la transmigracion de P. aeruginosa a
través de los queratinocitos.

En un trabajo anterior demostramos que la trimetilacion del residuo 5 de lisina de EF-Tu
mimetiza el factor activador de plaquetas (PAF) y media la interaccion de P. aeruginosa con las
células del epitelio respiratorio a través del receptor del PAF (PAFR) (Barbier et al., 2013). Para
investigar si la trimetilaciéon de EF-Tu media la invasion y la transmigracién de P. aeruginosa a
través del PAFR en los queratinocitos, llevamos a cabo ensayos de invasion y transmigracion
bacteriana con células HaCaT polarizadas tratadas con un antagonista del PAFR (figura 27). El
antagonista del PAFR disminuy6 en un 40% la invasion y la transmigracion de PAOL. Por el
contrario, el tratamiento con el antagonista no tuvo efectos sobre el mutante, sugiriendo que la
interaccion de EF-Tu modificado con PAFR es especifica y critica tanto para la invasion como
para la transmigracion de P. aeruginosa.
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Figura 27. Efecto de un antagonista de PAFR en la interaccidon de P. aeruginosa con
los queratinocitos. Bacterias recuperadas desde el compartimento intracelular (A) o desde
el compartimento basal (B) después de 4 horas de infeccion apical de células HaCaT
polarizadas tratadas con el antagonista de PAFR o con PBS (control). Se realizaron tres
experimentos independientes por triplicado. Las barras de error representan los errores
estandar de las medias. El andlisis estadistico realizado fue un test T-Student de dos colas
no pareadas: en el que ** representa un valor P<0,01.

A continuacion, investigamos si PAF o la trimetilacion de EF-Tu afectaban a la expresion de
Z0O-1. Para ello, analizamos por Western Blot los extractos totales de células HaCaT tratadas
durante 2-8h con un amplio rango de concentraciones de cada molécula. Ni el PAF, ni EF-Tu
trimetilado alteraron la expresion de ZO-1 en ninguna de las condiciones ensayadas (figura 28).
En resumen, estos resultados sugieren que la alteracion de las uniones intercelulares y el
incremento de la permeabilidad paracelular esta relacionada con la entrada de P. aeruginosa

en los queratinocitos mas que con un efecto directo de la trimetilacion de EF-Tu sobre PAFR.
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Figura 28. Influencia de PAF o de EF-Tu trimetilado en la expresion de ZO-1 en
queratinocitos humanos. Western Blot representativo del andlisis de los niveles de ZO-1
en extractos totales de monocapas de células HaCaT tratadas con diferentes
concentraciones de PAF (izquierda) o EF-Tu trimetilado (derecha) a diferentes tiempos.

5.8 La activacion de NF-kB es necesaria para la alteracion de la barrera

epitelial inducida por P. aeruginosa.

Se sabe que TNF-a e IL-1B, debilitan la barrera que forma el epitelio de la cérnea afectando a
la localizacion de ZO-1 a través de NF-kB. La entrada de P. aeruginosa en las células del
epitelio respiratorio activa el factor de transcripcion NF-kB, por lo que hipotetizamos que la
reduccién de la produccion de ZO-1 por queratinocitos tras la entrada de P. aeruginosa podria
estar mediada por la activacion de NF-kB. Para investigar esta hipétesis, determinamos si
PAO1 y PAO1AeftM activaban NF-kB en las células HaCaT. El andlisis por inmunoblot de los
extractos citoplasmaticos de células infectadas con P. aeruginosa detectaron la fosforilacion de
la subunidad p65 de NF-kB, proceso ligado a la activacién de este factor de transcripcion.
Ademas, la subunidad p50 de NF-kB, la cual es translocada al nicleo tras la activacién de NF-
kB, también fue detectada en los extractos nucleares de células infectadas. Los niveles de
ambos, p50 nuclear y p65 fosforilado del citoplasma, eran superiores en las células infectadas
con PAOL1 que en las infectadas con el mutante (figura 29), lo que se correlaciona con su
habilidad para entrar en las células HaCaT.
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Figura 29. Efecto de la trimetilacion de EF-Tu en la activacién por P. aeruginosa de
NF-kB en queratinocitos humanos. Andlisis por Western Blot que muestra p65 fosforilado
y la B-actina en los extractos citoplasmaticos y p50 y p65 en los extractos nucleares de
células HaCaT infectadas durante 2h con PAOl1 o PAOlAeftM crecidas a 25°C. Los
resultados son representativos de tres experimentos independientes
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Para investigar la posible alteracion del epitelio a través de NF-kB por P. aeruginosa, utilizamos
el inhibidor especifico de NF-kB acido cafeico fenil ester (CAPE). El tratamiento con este
inhibidor bloqued la reduccion de la proteina ZO-1 inducido por P. aeruginosa en células
HaCaT, pero no tuvo efectos en los niveles de claudina 7 (figura 30).
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Figura 30. La activacion de NF-kB es necesaria para la alteracién de la barrera
epitelial por P. aeruginosa. Western Blot representativo del analisis de los niveles de ZO-
1, claudina 7 y B-actina (como control de carga) en extractos totales de de monocapas de
células HaCaT incubadas con CAPE o PBS y dejadas sin infectar o infectadas con PAOL.

Ademas, la transmigracion de P. aeruginosa también se redujo por tratamiento de células
HaCaT con el inhibidor de NF-kB CAPE (figura 31). No hubo diferencias significativas en la
lactato deshidrogenasa liberada entre cultivos celulares de queratinocitos tratados con PBS o

con CAPE, indicando que no hubo mayores efectos citotoxicos producidos por el inhibidor de
NF-kB.
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Figura 31. Transmigracion de PAO1 a través de células HaCaT polarizadas. Bacterias
recuperadas del compartimento basolateral después de 2, 4 y 6h de infeccién apical de
células HaCaT tratadas con CAPE o con PBS (control)
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5.9 La modificacion de EF-Tu es esencial en la patogénesis de P.

aeruginosa en la infeccién de heridas por qguemadura.

Para llegar a comprender el potencial impacto de la modificacion de EF-Tu en la patogénesis
de P. aeruginosa en la infeccién de heridas por quemadura, determinamos la habilidad del
mutante deficiente en EftM para causar bacteremia y muerte en un modelo murino de infeccion
de gquemaduras. Para simular la fase inicial de la infeccion desde una fuente exdgena, los
animales fueron infectados con 2-10" UFC de PAO1 o PAO1AeftM crecidas a 25°C. La
medicion del tiempo en el que los cultivos de sangre fueron positivos indicaron que todos los
animales infectados con la cepa salvaje desarrollaron bacteremia antes de 24h, mientras que el
desarrollo de bacteremia en ratones infectados con el mutante fue inusual (2 ratones (25%))
(figura 32A). El analisis de la supervivencia indicd que la bacteremia precedia 12-48h a la
muerte, el 100% de los animales infectados con la cepa salvaje murieron antes del tercer dia 'y
la mayoria de muertes ocurrieron antes de 36h. Por el contrario, sélo 4 ratones (31%) de los
infectados con el mutante murieron, y la muerte se produjo significativamente mas tarde que en

los ratones infectados cn la cepa salvaje (figura 32B).
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Figura 32. Efecto de la trimetilacion de EF-Tu en las infecciones de herida por
guemadura causadas por P. aeruginosa. (A) Analisis del tiempo hasta el primer
hemocultivo positivo y (B) curva de supervivencia a lo largo de 7 dias de los ratones
infectados con 2x10° UFC de P. aeruginosa PAO1 (n=8) o su mutante isogénico
PAO1AeftM (n=28). (A) Hazard ratio=28,84, 95% intervalo de confianza (IC) 5,479 a 151,8;
P=0,0002. (B) Hazard ratio=14,49, 95% intervalo de confianza (IC) 4,234 a 49,59;
P<0,0001.
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Discusion

La fosforilcolina es un epitopo presente en una gran variedad de microorganismos, incluyendo
tanto bacterias tipicamente ambientales (Actinomycetes, Lactococcus spp., Avibacterium
paragallinarum), como importantes patégenos humanos (Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Neisseria spp. y Pasteurella multocida). En la mayoria de los casos, la
detecciéon de este epitopo se ha realizado mediante el uso de anticuerpos monoclonales
especificos (Calderon & Shennan, 1987; Chiang et al., 2013; Kolberg, Haiby, & Jantzen, 1997),
pero son pocos los estudios en los que la presencia de fosforilcolina se haya demostrado
mediante otras técnicas mas precisas como la espectrometria de masas o la resonancia

magnética nuclear (RMN).

El uso de estas técnicas ha permitido demostrar la presencia de fosforilcolina en el acido
teicoico y lipoteicoico presentes en la pared celular de Streptococcus pneumoniae (Vollmer &
Tomasz, 2001), en el LPS de Haemophilus influenzae (Schweda et al., 2000), y en la proteina
constituyente de los pili, tanto en Neisseria meningitidis (Jen, Jones et al., 2013), como en
Neisseria gonorroheae (Hegge et al., 2004). En S. pneumoniae y H. influenzae la incorporacion
de fosforilcolina se da gracias a la informacién codificada por varios genes reunidos en los
operones liclABCD1D2 y liclABCD, respectivamente. Estos genes codifican para proteinas
implicadas en el metabolismo de la fosforilcolina, como una colina quinasa, un transportador de
colina y una pirofosforilasa (Zhang et a., 1999). Por su parte, en Neisseria meningitidis, que fue
la primera especie en la que se detecto la presencia de fosforilcolina asociada a una proteina
(Warren & Jennings, 2003), es una Unica enzima, denominada transferasa de fosforilcolina a

pilina codificada por el gen pptA, la encargada de incorporar este epitopo al pili.

En 1997 Weiser y colaboradores demostraron, mediante el uso de un anticuerpo especifico
para la deteccion de fosforilcolina (MAb TEPC-15), que P. aeruginosa presentaba fosforilcolina
asociada a una proteina de 43 kDa que posteriormente nuestro grupo demostré que era el
Factor de Elongacién Tu (EF-Tu). Sin embargo, la incorporacion de fosforilcolina a EF-Tu en P.
aeruginosa no es llevada a cabo por el producto de gen o genes homélogos a los descritos en
S. pneumoniae o H. influenzae, ni tan siquiera homologo al gen pptA de Neisseria meningitidis,
sino que es debido a la accion del producto de un gen que denominamos eftM del inglés
“Elongation factor Tu Modifying enzime” y que atendiendo a los analisis informéticos codificaria,

hipotéticamente, una metiltransferasa.

La identificacion del gen eftM nos ha permitido generar un mutante a partir del cual se ha
aislado EF-Tu recombinante, que ha sido comparado con EF-Tu recombinante aislado de la
cepa parental. El andlisis por espectrometria de masas de ambas proteinas solamente ha
detectado un cambio puntual en el residuo de lisina 5 situado en el extremo N-terminal de la
proteina. Curiosamente esta modificaciéon no se corresponde con la incorporacion del epitopo
de fosforilcolina a dicho residuo, sino con la incorporacion de tres grupos metilo, dando lugar a
una estructura similar a la de la fosforilcolina. El grado de similitud de ambas estructuras es tan

elevado que es reconocido por igual por el anticuerpo monoclonal MAb TEPC-15. Este hecho
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deberia hacer replantear la existencia del epitopo de fosforilcolina en aquellos microorganismos

cuya presencia ha sido confirmada mediante el uso de anticuerpos especificos.

La sustitucion del residuo de lisina 5 por alanina (s6lo los residuos de lisina y, en raras
ocasiones, arginina son susceptibles de ser trimetilados) conllevd la pérdida de reaccion del
anticuerpo antifosforilcolina lo que indica que, a pesar de que el andlisis por espectrometria de
masas de EF-Tu no cubrié la secuencia completa de la proteina, el Unico residuo que es
modificado por EftM cuya modificacion permite la reaccion con MAb TEPC-15 es la lisina 5.
Aungue la metilacion de residuos de lisinas en proteinas superficiales bacterianas se observo
ya en 1959, cuando Ambler y Rees detectaron la presencia de esta modificacion en la flagelina
de E. coli (Ambler & Rees, 1959), sorprendentemente se sabe muy poco del papel de esta
modificacion en la patogenicidad bacteriana. En este sentido, se han identificado proteinas
superficiales metiladas en los residuos de lisina en Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis y Mycobacterium smegmatis, en los que concretamente se han localizado mono y dimetil-
lisinas en adhesinas responsables de la unién a laminina y heparina (Pethe et al., 2002).
También se ha detectado la existencia de proteinas integrales de membrana que sufren
metilacion mdltiple sobre residuos de lisina y arginina en E.coli, aunque el papel de la
metilacion es desconocido (Kehry & Dahlquist, 1982). En Rickettsia prowazekii, un patégeno
intracelular obligado causante del tifus, también se ha descrito que la proteina de membrana
externa OmpB esta trimetilada en los residuos de lisina (Bechah et al., 2010). La trimetilacion
de esta proteina es esencial para la virulencia de este microorganismo, sin embargo se
desconoce el mecanismo molecular de patogenicidad que subyace en la trimetilacion de
OmpB. A la vista de nuestros resultados, no es descabellado pensar que la trimetilacion de
OmpB podria facilitar la entrada de R. prowazekii en las células humanas a través de a través

del PAFR, como ocurre en P. aeruginosa (Barbier et al., 2008).

El andlisis de la secuencia de aminoacidos que se deduce del gen eftM sugiere que EftM es
una metiltransferasa. Los resultados de los andlisis por espectrometria de masas de la proteina
EF-Tu recombinante aislada de distintos huéspedes corroboran esta hipétesis. En este sentido,
nuestros datos demuestran claramente que EftM es capaz de llevar a cabo la transferencia de
grupos metilo incluso en un sistema heterdlogo como es E. coli. Los resultados del grupo de la
Dra. Goldberg, que colabora con nosotros en esta linea de investigacion, han demostrado de
forma inequivoca que EftM es una metiltransferasa dependiente de adenosilmetionina (SAM)
de clase I. En efecto, los ensayos in vitro realizados por este grupo con proteinas puras han
determinado que el enzima EftM recombinante es suficiente para la trimetilacion de EF-Tu de
P. aeruginosa en presencia de SAM. También se ha determinado que la actividad de EftM in
vitro es dependiente de la temperatura, siendo mas activo a temperaturas inferiores a 28°C que

a 37°C. Este resultado es consistente con el hecho de que todas las cepas de P. aeruginosa
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analizadas hasta la fecha trimetilan EF-Tu mas eficientemente a 25°C que a 37°C (Barbier et
al., 2008).

Para estudiar la conservacion y distribucion del enzima EftM entre distintas cepas de P.
aeruginosa, se realizé un analisis comparativo entre la secuencia aminoacidica de la proteina
EftM de PAOL1 y los productos génicos de las 13 cepas de P. aeruginosa completamente

secuenciadas contenidas en la base de datos de www.pseudomonas.com. El analisis mostré la

presencia del enzima EftM en todas ellas y en la mayoria de cepas el grado de identidad de
sus secuencias fue superior al 99 %. De ello se deduce que el enzima presenta una gran
conservacion intraespecifica. El caso de menor grado de identidad de secuencia, un 87,04 %,
se dio con la cepa DK2, procedente de un aislamiento clinico, que se sabe presenta diversas
deleciones en su genoma. Para averiguar la distribuciéon del enzima EftM a nivel
interespecifico, es decir entre especies diferentes, se compar6 la secuencia aminoacidica de
EftM de PAOL con posibles homdlogos en especies como P. stutzeri, P. fulva, P. mendocina y
P. syringae, cuyos genomas se encuentran contenidos en la base de datos ya citada. En todos
los casos se obtuvieron proteinas con unos valores de identidad de secuencia superiores al 70
%, anotadas en la base de datos como metiltransferasas o proteinas hipotéticas. Para
determinar el grado de conservacion del enzima EftM también entre diferentes géneros, se
realizé un analisis por BLAST del que se obtuvo una gran distribuciéon de homadlogos entre otras
gammaproteobacterias (incluyendo Shewanella sp.; Halomonas sp. y Vibrio sp.), asi como
Firmicutes. Por lo que se concluye que EftM es un enzima altamente conservado y

ampliamente distribuido, incluso entre diferentes géneros.

Se desconoce qué funcién tienen estas proteinas homdlogas a EftM en otras especies o
géneros, o como afecta su actividad a la biologia de estos microorganismos. Tampoco se sabe
si EF-Tu se encuentra expuesto en la superficie de todos ellos o si presentan también
trimetilacion sobre esta proteina, excepto en el caso de P. syringae, tipico patégeno de plantas,
en el que EF-Tu es reconocido como un patrén molecular asociado a patdogenos (PAMP) que
las células vegetales reconocen a través del receptor de EF-Tu (EFR) (Qiu et al., 2012). Este
hecho sugiere que en este patégeno EF-Tu también se encuentra expuesto en la superficie.
Ademas, se ha demostrado que es la regién N-terminal de EF-Tu, mas concretamente los
primeros 18 aminoacidos, la que es reconocida por EFR para activar la respuesta defensiva en
la planta (Kunze et al., 2004). Nuestros resultados demuestran que P. syringae pv. tomato
DC3000, trimetila EF-Tu, por lo que seria interesante investigar como afecta esta modificacion

al reconocimiento del patdgeno por parte de las células vegetales.

En P. aeruginosa la trimetilacién de EF-Tu contribuye a la interaccién con las células epiteliales
del tracto respiratorio en los primeros estadios de la infeccidn. Sin embargo, la principal funcion
de EF-Tu es participar en el proceso de elongacion en la sintesis de proteinas. EF-Tu

representa entre el 5y el 9 % del total de proteina celular y es una de las proteinas mas
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abundantes en bacterias. EF-Tu es una proteina altamente conservada, que interacciona con el

ARN, con otras proteinas y nucleétidos (Filer & Furano, 1980) (figura 33).

Figura 33. Representacion

tridimensional de la estructura de la
e proteina EF-Tu. ElI dominio 1,
representado en color rosa,
comprende los residuos 8-204, el
dominio 2, representado en azul claro,
comprende los residuos 205-298 y el
domino 3, representado en color azul
oscuro, comprende los residuos 299-
393. El GDP se representa mediante
el modelo de bolas y barras y el Mg®*

se representa como una bola azul

Dominio 3

celeste. La flecha negra representa la

ubicacion de la lisina en posicion 5.

Contiene tres dominios: el dominio | consta de un sitio de unién a nucleétidos (dominio
GTPasa), que esta altamente conservado. La interacciéon con el extremo 3"del aminoacil ARN
de transferencia (aa-ARNt) se realiza entre los dominios | y Il, y el extermo 5°del ARNt
interacciona con el dominio Ill, por lo que habitualmente se dice que la funcidén principal de EF-
Tu es la del posicionamiento correcto del ARNt en el sitio A del ribosoma. EF-Tu alterna
estados activos con inactivos. En el estado activo, EF-Tu une GTP y el complejo media la union
del ARNt al ribosoma. Este proceso se asocia con la hidrolisis de GTP, tras la cual, EF-Tu se

mantiene unido a GDP, quedando en su forma inactiva y escapando del ribosoma.

Se sabe que EF-Tu esta regulado por una gran variedad de modificaciones post-
traduccionales, incluyendo la fosforilacion, acetilacion y la metilacion. Se ha descrito
previamente que la metilacién de EF-Tu regula la translacion en otros microorganismos (Kraal,
Lippmann, & Kleanthous, 1999). Por ejemplo, se sabe que la metilacién de EF-Tu en la lisina
56 causa una disminucion de la actividad GTPasa dependiente de ARNt que podria suponer un
retraso en el crecimiento bacteriano (L’'ltalien & Laursen, 1979). En E. coli, la fosforilacion
parece facilitar su liberacion del ribosoma, lo que afectaria a la sintesis proteica. También se ha
descrito la fosforilacion de EF-Tu en el residuo 382 de treonina como consecuencia de la
actividad de la toxina de un bacteriéfago, que conlleva la inactivacion de EF-Tu (Cruz et al.,
2014) y en M. tuberculosis la fosforilacion en mdltiples lugares de EF-Tu reduce su interaccion
con el GTP (Sajid et al., 2011).

El analisis de los modelos tridimensionales de la proteina EF-Tu indica que la modificacion que

este trabajo ha descubierto, la trimetilacion del residuo 5 de lisina, esta localizada en la porcion
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expuesta en la superficie de la proteina, distante de los dominios de union GTP/GDP o del
ARNt, que son cruciales para la actividad de la proteina (Roy et al., 2007); por lo que
inicialmente suponemos que no deberia de afectar a su actividad en la sintesis proteica,
aunque no se puede descartar la posibilidad de que la metilacion de EF-Tu altere la
acomodacioén del aminoacil-ARNt en el sitio A del ribosoma. Por ese motivo, aunque no hemos
detectado diferencias significativas en las curvas de crecimiento y la cantidad total de proteinas
por bacteria entre la cepa parental PAO1 y el mutante deficiente en EftM, no se puede excluir la
posibilidad de que existan diferencias de expresion de proteinas especificas entre cepas que
presentan o no la EF-Tu modificada.

En el presente estudio se han utilizado técnicas inmunoldgicas para localizar el enzima EftM y
averiguar la ubicacion celular en la que lleva a cabo la modificacion de EF-Tu. Como era de
esperar se ha detectado EF-Tu en el citoplasma, pero también en las envolturas bacterianas,
donde ya habia sido detectada previamente (Barbier et al., 2008; Kunert et al., 2007). Ademas,
en este trabajo hemos demostrado que la region N-terminal estd expuesta hacia el exterior,

gracias a la deteccion especifica del residuo 5 de lisina situado en esa region.

La presencia de EF-Tu en las envolturas no debe extrafiar, puesto que también se ha
documentado en otros microorganismos como Acinetobacter baumannii (Dallo et al., 2012),
Mycoplasma pneumoniae (Balasubramanian et al., 2008; Dallo et al., 2002), Mycobacterium
tuberculosis (Xolalpa et al., 2007), Francisella tularensis (Barel et al., 2008) y Mycobacterium
leprae (Marques et al., 1998). De hecho, cabe destacar que la proteina EF-Tu en su secuencia
contiene méas de un 40% de aminoacidos hidrofébicos, motivo que apoya su localizacién en la

membrana.

La localizacion externa de EF-Tu ha hecho que sea considerada una proteina “moonlighting”.
Este término define a las proteinas a las que se les ha atribuido nuevas funciones ademas de
la ya conocida, y que en muchos casos, estan relacionadas con la virulencia bacteriana
(Henderson & Martin, 2013). Algunas funciones “moonlighting” que se han asignado a EF-Tu
comprenden la de actuar como chaperona en respuesta al estrés bacteriano (Caldas et al.,
1998), actuar como adhesina en Mycoplasma pneumoniae (Balasubramanian et al., 2008; Dallo
et al.,, 2002), P. aeruginosa (Barbier et al., 2013), Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
johnsonii (Granato et al., 2004; Ramiah et al.,, 2008), mediar la invasion de Francisella
tularensis en monocitos por su interaccion con la nucleolina (Barel et al., 2008) y conferir
resistencia al complemento gracias a la unidon de factor H y plasmindgeno en P. aeruginosa
(Kunert et al., 2007).

El mecanismo por el que EF-Tu se dirige y se inserta en la membrana externa de P. aeruginosa
es totalmente desconocido. EF-Tu carece de péptido sefial como las tipicas proteinas de
membrana externa bacterianas lo que implica que utiliza otra/s via/s. Es posible que existan
chaperonas que faciliten la insercion de EF-Tu en la membrana, dado que la existencia de

secuencias gemelas de arginina que son reconocidos por la translocasa TAT (del inglés
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Tween-Arginine Translocation), que media la insercién de proteinas en la membrana estan
descartadas en EF-Tu. La trimetilacion del residuo 5 de lisina no puede considerarse un
marcador de direccionamiento de EF-Tu a la membrana, puesto que nuestro grupo, detecto la
presencia de EF-Tu en la superficie celular tanto a 25, como a 37°C, temperatura a la que la
trimetilaciéon de EF-Tu es minima (Barbier et al., 2008). Ademas, la presencia de EF-Tu en las
membranas de P. aeruginosa como proteina de union al factor H y al plasmindgeno, ensayo
llevado a cabo a 37°C, descarta la posibilidad de que la trimetilacién sea un indicador de

transporte hasta la membrana (Kunert et al., 2007).

Nuestros datos indicaron que EF-Tu es trimetilado en el citoplasma, lo que sugeria que esa
seria también la ubicacion del enzima EftM. En efecto, se localizo EftM en el citoplasma, pero
también en las membranas, lo cual estaba en consonancia con el hecho de que se hubiera
detectado EF-Tu trimetilado en las envolturas. Desconocemos el mecanismo por el cual el
enzima EftM alcanza las membranas, pero el andlisis de su secuencia aminoacidica podria
sugerir un posible transporte mediante el sistema TAT, ya que aunque la proteina no presenta
exactamente la secuencia consenso tipica de las proteinas transportadas por esta via,
SITRRXFLK, si que presenta gemelos de arginina, RR, proximos al extremo N-terminal, que es
la ubicacién habitual que presentan las proteinas transportadas a través de esta via. Ademas,
casi el 40 % de los aminoacidos que componen la proteina son hidrofébicos, lo cual es
coherente con los resultados obtenidos en este trabajo acerca de su ubicacion en las
membranas. No es la primera vez que se describe la presencia de una metiltransferasa en las
membranas celulares, de hecho en Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis y
Mycobacterium smegmatis, la metiltransferasa responsable de la incorporacion de grupos
metilo a residuos de lisina de las adhesinas superficiales, también se ha ubicado en la
membrana (Pethe et al., 2002). Hay que mencionar que la deteccion de EftM en las envolturas
bacterianas también podria ser fruto de una artefacto ya que, en realidad, nuestros
experimentos, al carecer de anticuerpos especificos contra la enzima, detectaron EftM
recombinante fusionada al péptido FLAG y sobrexpresada por el vector de expresion. Es
posible que la forma nativa de EftM no esté presente en las envolturas de P. aeruginosa. Sin
embargo, no hay ninguna duda sobre la presencia de EftM en el citoplasma dado que se ha
detectado EF-Tu trimetilado en él.

La trimetilacion de EF-Tu media la interaccion de P. aeruginosa con las células epiteliales
respiratorias a través de PAFR dada sus similitud con el ligando natural de este receptor
(Barbier et al., 2013). Esta interaccién se da principalmente cuando el microorganismo ha
crecido a temperaturas inferiores a 28°C, que es cuando P. aeruginosa modifica de forma mas
eficiente EF-Tu. Este hecho sugiere que la interaccion EF-Tu trimetilado-PAFR es clave en los

primeros momentos de la infecciones por P. aeruginosa desde una fuente exdgena.

P. aeruginosa es el principal patégeno gram negativo detectado en las infecciones de heridas

por quemaduras. En este estudio hemos caracterizado la contribucion de EF-Tu trimetilado en
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la interaccion de este patdgeno con las primeras células con las que el microorganismo va a
interaccionar en estas infecciones, los queratinocitos de la piel. Para ello las células han sido
crecidas en insertos con filtros cubiertos por colageno y fibronectina, intentando simular la
hipodermis, y favoreciendo su desarrollo polarizado. Este modelo es més representativo de la
epidermis que el uso de monocapas celulares puesto que los queratinocitos en la piel se
encuentran estratificados y debido a la presencia de uniones intercelulares, que impiden la libre
movilidad de lipidos y proteinas por la membrana, se diferencian en ella tres zonas cuya
composicion es diferente: una porcién apical, una lateral y otra basal. Este hecho podria ser
clave en los estudios de las interacciones patégeno-epitelio dado que segin Lee y
colaboradores, que realizaron experimentos de infeccidon por P. aeruginosa sobre células del
epitelio respiratorio crecidas sobre insertos, la composicion de la membrana apical confiere
resistencia a la infeccién, siendo muy poco frecuente encontrar bacterias unidas a esta
membrana, pero es muy habitual encontrarlas cerca de los huecos entre células y en zonas
con lesiones. Ademas, sus estudios sugieren que la citotoxicidad requiere de una interaccién
directa con la membrana basolateral (Lee et al., 1999). En su conjunto, la informacién que se
puede obtener en el estudio patégeno-hospedador con el uso de cultivos polarizados es mas
real que la que se puede obtener con cultivos en monocapa, ademas de permitir el estudio de

la transmigracion bacteriana a través del epitelio.

En esta tesis se ha utilizado como modelo de epitelio cutaneo la linea de queratinocitos
humanos HaCaT. El uso de esta linea de queratinocitos inmortalizados espontaneamente
(Boukamp et al., 1988) en lugar de queratinocitos primarios supone una serie de ventajas,
como la disponibilidad celular ilimitada, ademas de evitar la variabilidad genética y morfologica
interindividual. Cuando las células HaCaT alcanzan la confluencia inician un proceso de
especializacion que incluye la formacién de uniones estrechas, proceso que se ve favorecido
por tiempos de cultivo prolongados y que puede acelerarse gracias al aumento de la
concentracion de calcio en el medio de cultivo(Walker et al., 2006). Cuando las células
establecen uniones entre ellas entran en la fase GO del ciclo celular, de forma que detienen su
proliferacion (Walker et al., 2006). Las uniones estrechas son las principales responsables de
mantener la integridad de la barrera epitelial. En otras lineas celulares el establecimiento de
estas uniones estrechas viene marcado por un incremento importante en la resistencia eléctrica
transepitelial (RET). En este aspecto, en nuestros estudios la linea celular HaCaT ha mostrado
un incremento gradual de la RET durante el proceso de crecimiento sobre el inserto hasta
alcanzar un valor maximo de unos 30Q-cm? similares a los ya documentados por otros autores
para estas células (Aono & Hirai, 2008; Meyle et al., 1999). Este valor es bajo comparado con
los documentados para otras células epiteliales como por ejemplo la linea broncoepitelial
16HBE140-, capaz de alcanzar valores superiores a los 900Q-cm? (Aono & Hirai, 2008; Meyle
et al., 1999), aunque ello no significa que las células HaCaT no estén formando un verdadero
epitelio estanco. Una prueba de la integridad epitelial se deduce de la impermeabilidad de las
HaCaT a la fluoresceina y de los datos de transmigracion bacteriana conseguidos, puesto que

la presencia de huecos intercelulares no permitiria ver diferencias entre la transmigracion de la
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cepa PAOL1 y del mutante deficiente en eftM. Ademas, la formacion de estas uniones estrechas
también ha sido confirmadas, tanto en este trabajo como en estudios previos, mediante la

utilizacion de iméagenes de inmunomicroscopia (Tebbe et al., 2002).

Nuestros resultados han demostrado que el mutante deficiente en la trimetilacion de EF-Tu
entra de forma menos eficiente que la cepa parental en los queratinocitos al igual que sucedia
en las monocapas de epitelio respiratorio (Barbier et al., 2013). Ademas, la cepa parental es
mas eficiente atravesando el epitelio cutaneo que el mutante en eftM. Esta mayor capacidad de
transmigracion de la cepa parental es debida a la alteracion de la permeabilidad paracelular del
epitelio. De esta forma, la penetracion del epitelio cutdneo por P. aeruginosa parece seguir
mayoritaritamiamente una ruta paracelular y no transcelular, aunque nuestros resultados no

permiten descartar de forma concluyente esta Ultima via.

Una vez determinada que la via paracelular era la mas relevante en la transmigracion de P.
aeruginosa a través del epitelio cutaneo, se decidid estudiar el estado de las uniones
estrechas, como responsables principales del mantenimiento de la integridad epitelial. De
forma general, los microorganismos han desarrollado 4 estrategias para actuar sobre este tipo
de uniones. Una primera estrategia es la adoptada por algunos patdgenos extracelulares que
secretan enzimas que modifican o rompen los componentes de las uniones; un ejemplo seria el
caso de Clostridium perfringens que produce una enterotoxina que degrada la claudina 3 y 4
(Sonoda et al., 1999). Una segunda opcion adoptada por algunos patdgenos es la de producir
toxinas que son endocitadas por las células, atacandolas desde el interior; por ejemplo
Clostridium difficile, patégeno intestinal que produce las toxinas A y B, las cuales en el interior
de la célula eucariota glucosilan pequefias GTPasas (Rac, Cdc42 y Rho), lo que conlleva una
disociacién de las proteinas ocludina, ZO-1 y ZO-2, aumentando la permeabilidad del epitelio
(Chen et al., 2002; Nusrat et al., 2001). En tercer lugar, otros microorganismos optan por
inyectar directamente en la célula eucariota factores que desestabilizan las uniones, cémo
podria ser el caso de E. coli enterohemorragica, que tiene la capacidad de inyectar via un
sistema de secrecion de tipo Il un efector llamado Tir, cuya funcion es la de insertarse en la
membrana de la célula huésped y servir de receptor para la adhesién de la bacteria
(Garmendia et al., 2004) y ademas conecta por su region intracelular con proteinas de
dinamizacién de la actina (Gruenheid & Finlay, 2003), provocando la redistribucion de ZO-1 y
ocludina y la fosforilacion de la miosina (Muza-Moons et al., 2003; Muza-Moons et al., 2004;
Simonovic et al., 2000). Y finalmente, algunos microorganismos se adhieren o invaden las
células y, de forma directa afectan al citoesqueleto o modulan una serie de eventos
intracelulares que provocan la desregulacion de las uniones celulares. Independientemente de
la estrategia utilizada, el resultado final es la redistribucion y/o disminucion de las proteinas de
unién intercelular y, en consecuencia, apertura de las uniones intercelulares e incremento de la

permeabilidad paracelular.
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Hasta el momento, no nos consta que haya trabajos en la literatura cientifica en los que se
haya investigado el efecto de P. aeruginosa sobre las proteinas de las uniones estrechas en la
linea de queratinocitos humanos HaCaT, aunque si se han publicado resultados en otras lineas
celulares epiteliales, principalmente respiratorias. Ademas, la mayoria de estudios realizados
acerca de la influencia de P. aeruginosa sobre la integridad de la barrera epitelial, y
concretamente sobre las uniones estrechas, se han llevado a cabo utilizando componentes

bacterianos puros, y en pocas ocasiones utilizando bacterias enteras.

En los estudios realizados con componentes bacterianos aislados, se han estimulado las
células del epitelio corneal (Yi et al., 2000) o epitelio respiratorio (Eutamene et al., 2005) con
LPS, obteniendo en ambos casos un aumento de la permeabilidad paracelular y concretamente
en el epitelio ocular, una reduccién de los niveles de las proteinas de las uniones estrechas,
Z0-1y Z0O-2.

La elastasa es el componente de P. aeruginosa que ha sido mas utilizado como estimulo para
estudiar la alteracion de la permeabilidad epitelial. En la linea celular de células de riién MDCK
reduce los niveles de las proteinas ZO-1 y ZO-2 (Azghani, 1996), en las células del epitelio
nasal humano reduce los niveles de las proteinas ocludina, claudina 1y 4 (Nomura et al., 2014)
mientras que en el epitelio bronquial causa la reduccion de ocludina y ZO-1 en las membranas
y reorganizacioén de la actina citoplasmatica (Azghani et al., 1993; Clark et al., 2011). En el
epitelio cutaneo la elastasa también provoca aumento de la permeabilidad paracelular (Azghani
et al., 2000). La elastasa ademas provoca en el endotelio la rotura proteolitica de la VE-
cadherina, lo que conlleva retraccion celular, que favorece el acceso de la bacteria a la regién
basolateral, donde su capacidad invasiva es mayor (Golovkine et al., 2014).

Los ramnolipidos también provocan la alteracion de las uniones intercelulares del epitelio
respiratorio y aumentan la permeabilidad paracelular (Zulianello et al., 2006), al igual que

ocurre en el caso de las células intestinales Caco-2 (Wallace et al., 2014).

Otra molécula de la que se ha ensayado su efecto es la acil homoserina lactona, 30-C12-HSL,
molécula implicada en la sefializacién intercelular bacteriana (quérum sensing). Se ha descrito
gue esta molécula provoca la reduccion y deslocalizacion de las proteinas de las uniones
estrechas ZO-1, ZO-3, JAM-A, ocludina, tricelulina, asi como una reorganizacion de la F-actina
en células Caco-2 (Eum et al., 2014; Vikstrom et al., 2010; Vikstrom et al., 2006). La lectina PA-
I, adhesina de P. aeruginosa, también provoca un incremento en la permeabilidad paracelular

en células Caco-2 (Laughlin et al., 2000).

El compendio de estos resultados indica que son varios los componentes de P. aeruginosa que
son capaces de alterar las uniones intercelulares afectando a distintas proteinas que mantienen
la integridad del epitelio. Sin embargo, estos estudios no representan la mejor aproximacion
metodoldgica para el estudio de la alteracion de la permeabilidad epitelial por P. aeruginosa,
alejandose de la realidad biolégica al utilizar componentes puros, en muchos casos a

concentraciones irrelevantes in vivo.

95



Discusion

En la literatura cientifica s6lo hemos encontrado dos estudios sobre el efecto de P. aeruginosa,
como bacteria, sobre las uniones estrechas epiteliales. El primero demostré que la infeccion de
células broncoepiteliales por P. aeruginosa producia una reduccion en las proteinas de union
intercelular, y en consecuencia, un aumento en la permeabilidad del epitelio. Segun este
estudio, una gran parte de la capacidad bacteriana para atravesar el epitelio polarizado se
deberia a las toxinas secretadas mediante el SST3 (Soong et al., 2008). El segundo estudio,
realizado con células de rifion MDCK, demostré que P. aeruginosa inyecta ExoS al interior
celular, desencadenando una cascada de acontecimientos que conlleban la reduccién de la
expresion de las proteinas ZO-1 y ocludina, y por tanto, el incremento de la permeabilidad
paracelular (Okuda et al., 2010).

En conjunto, los resultados descritos hasta la fecha acerca de las proteinas que se ven
alteradas por la infeccién por P. aeruginosa, varian en funcion de la linea celular seleccionada,
dependiendo de si la estimulacién se realiza con componentes puros o0 bacterias completas y
segun el sistema de deteccion utilizado. De forma general se puede decir que P. aeruginosa
provoca en las células epiteliales deslocalizacion y/o reduccion de las proteinas de las uniones

estrechas, lo que supone un incremento de la permeabilidad paracelular.

En este trabajo se han analizado algunas proteinas constituyentes de las uniones estrechas,
concretamente: ZO-1, ocudina y claudina 7, de las cuales, s6lo en la primera de ellas se ha
observado una reduccién del contenido total como consecuencia de la infeccion por P.
aeruginosa. La reduccion observada en los niveles de ZO-1 no puede atribuirse a la muerte
celular ocasionada por la bacteria, puesto que la determinacion de la actividad lactato
deshidrogenasa no muestra diferencias entre ambas cepas, ni respecto al control. Ademas, el
hecho de que otras proteinas integrantes de las uniones estrechas no se hayan visto alteradas

(ocludina y claudina 7) indica que el efecto sobre ZO-1, no es consecuencia de la citotoxicidad.

Tanto por los resultados del presente trabajo como por los encontrados en la bibliografia, se
deduce que una de las proteinas mas susceptibles a sufrir trastornos durante la interaccion con
P. aeruginosa o alguno de sus componentes es ZO-1. Este efecto, casi selectivo, puede ser
debido a la ubicacion apical en la membrana lateral de ZO-1, por lo que constituyen la primera
barrera con la que se encuentra la bacteria al intentar atravesar por el espacio paracelular vy,
por tanto, posiblemente sea una de las proteinas de unidn intercelular que se vea afectada de
forma mas temprana. Esta misma “teoria” la proponen Ohnemus y colaboradores, quienes
realizaron experimentos de infecciéon con Staphylococcus aureus en queratinocitos, obteniendo
una redistribucion de las proteinas ZO-1 y ocludina, mientras que la E-cadherina y la actina no
se vieron alteradas. Estos autores proponen que la pérdida de uniones intercelulares es un
proceso tiempo-dependiente, de forma que en primer lugar se produce la deslocalizacién de
Z0O-1 de las uniones estrechas, a continuacion se reducen las claudinas y la ocludina,
posteriormente se pierden las uniones adherentes (E-cadherina y p-catenina) y finalmente tiene
lugar la pérdida de los desmosomas (Ohnemus et al., 2008). Para explicar este proceso se

puede hacer un simil en el que las uniones intercelulares se abren como si de una cremallera
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se tratasen, a medida que las bacterias avanzan desde las uniones estrechas, de ubicacion
apical, hasta llegar a los desmosomas, ubicados en la zona basolateral. En nuestros estudios
no hemos observado cambios en la expresion de la oludina o la claudina 7, pero, atendiendo a
la teoria de Ohnemus, si hubieramos realizado estimulaciones a tiempos mas largos quizas

hubiéramos detectado cambios en estas proteinas de unién intercelular.

La trimetilacion del residuo de lisina 5 de EF-Tu mimetiza la fosforilcolina, que es el ligando
natural del PAFR, por lo tanto, es l6gico pensar que la reduccién de la expresion de ZO-1, con
el consecuente incremento de la permeabilidad paracelular y la mayor capacidad de
transmigracion que presenta la cepa parental respecto al mutante deficiente en EftM estuviera
mediada por la interaccion EF-Tu trimetilado-PAFR. En este sentido, los experimentos con un
antagonista de PAFR lograron reducir la transmigracion de la cepa parental pero no tuvieron
ningun efecto sobre el mutante, lo que apoya nuestra hipotesis. Sin embargo, ni el ligando
natural de PAFR, PAF, ni EF-Tu trimetilado purificado tuvieron ningun efecto sobre los niveles
de ZO-1 de las células HaCaT. Este resultado esta en desacuerdo con los resultados obtenidos
con Knezevic y colaboradores que describieron un aumento de la permeabilidad del endotelio,
debido a una redistribucion de ZO-1, al ser estimulado con PAF (Knezevic et al., 2009). Estos
resultados contradictorios pueden deberse a que los queratinocitos no respondan igual que las

células endoteliales a PAF.

Ante estos resultados nos planteamos que la disminucién de los niveles de ZO-1 que P.
aeruginosa provoca en las células HaCaT es debida a la induccién de sefiales intracelulares
inducidas tras la interaccion del microorganismo con la célula. De esta manera, el antagonista
de PAFR reduce especificamente la transmigracion de la cepa parental, que presenta EF-TU
trimetilado, porque bloquea, parcialmente, la interacciéon de esta cepa con las células, mientras
gue no tiene ningln efecto sobre la transmigracion del mutante, dado que no afecta a su
capacidad de interaccion. En este sentido, hay que sefialar que el mutante también es capaz
de reducir los niveles de ZO-1, aunque en menor medida que la cepa parental, dado que su
capacidad de interaccion con las células HaCaT se ve reducida por la ausencia de la

trimetilacion de EF-Tu.

Es bien conocido que la entrada de P. aeruginosa en las células epiteliales respiratorias activa
el factor de transcripcion NF-kB (Schwarzer et al., 2008) y que la activacion de este factor por
agonistas naturales como TNF-a e IL-13 (De Simone et al., 2014; Tesoriere et al., 2014),
debilitan la funcién barrera que ejerce el epitelio afectando a la localizacion de ZO-1. Con todos
estos indicios, nos planteamos la hipotesis de que la reduccion de ZO-1 observada en
queratinocitos tras la infeccion por P. aeruginosa estaba mediada por la activacion de NF-kB.
Nuestros resultados han demostrado claramente que la reduccion de ZO-1 inducida por P.
aeruginosa y la consecuente transmigracion bacteriana es un proceso dependiente de NF-kB.
La mayor capacidad que presenta la cepa parental para inducir estos efectos en comparacion

con el mutante de EftM podria estar asociada a su menor capacidad para activar NF-kB. La
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utilizacion de la via de activacion de NF-kB como estrategia para debilitar la barrera epitelial
podria ser un mecanismo universal puesto que son muchas las bacterias o componentes
bacterianos que activan NF-kB. Los estudios de Kobayashi y colaboradores estan en la misma
linea. Segun estos autores, la activacion de TLR-4 tanto por bacterias como S. pneumoniae o
H. influenzae, como por sus componentes puros, ac. lipoteicoico y LPS, respectivamente,
reduce la expresion de las claudinas 7 y 10, proteinas implicadas en el mantenimiento de la
integridad de la barrera epitelial. Esta reduccion supone un aumento de la permeabilidad y un
incremento en la transmigracion bacteriana (Kobayashi et al., 2013). Este fenébmeno requiere
de la sefializacion celular a través de MAPK p38 y TGF-R. En contraste con otros mecanismos
descritos para otros patégenos bacterianos, la estrategia para alterar la barrera epitelial que
utilizan S. pneumoniae, H. influenzae o el utilizado por P. aeruginosa descrito en esta tesis, no
estad basada en factores, mecanismos de virulencia o caracteristicas especificas del patégeno,
sino que reside en la activacion de vias conservadas del sistema inmune innato y en
consecuencia podrian representar una estrategia de transmigraciéon utilizada por varias
especies. Este hecho plantea la cuestion de por qué el huésped desearia abrir la barrera
epitelial en respuesta a una infeccién bacteriana. En principio, dada la importancia de la
activacion de NF-kB en la defensa innata, es posible que el incremento de la permeabilidad
paracelular mediada por NF-kB sea parte de la respuesta del huésped, permitiendo el flujo de
células inmunitarias y factores antimicrobianos a lugar de la infeccion. La infeccion por P.
aeruginosa causa un intenso flujo de neutrdéfilos al sitio de la infeccion y para que éstos
alcancen su objetivo deben atravesar la barrera epitelial. Se ha observado que ha medida que
el nimero de neutrdéfilos que cruzan la barrera epitelial aumenta, disminuye la integridad de
ésta debido a un incremento en la apertura de los espacios paracelulares (Nash et al., 1987)
demostrando que en condiciones inflamatorias la barrera epitelial puede ser laxa permitiendo el
flujo de las células del sistema inmunitario. Esto sugiere que el incremento de la carga
bacteriana supondra una mayor estimulacion del epitelio, aumentado la permeabilidad y en
consecuencia permitiendo la llegada de un mayor nimero de células del sistema inmunitario.
Desde este punto de vista, el aumento de la permeabilidad paracelular inducida por P.
aeruginosa y mediada por la activacion de NF-kB deberia verse como un mecanismo defensivo
del huésped mas que como un mecanismo de invasion del patégeno. Es probable que la mayor
parte de las bacterias que atraviesan el epitelio sean eliminadas rapidamente por los
componentes del sistema inmune presentes en la sangre, principalmente, complemento y
neutrofilos. De esta forma, la capacidad invasora de P. aeruginosa residird principalmente en la
capacidad que tenga para evadir las defensas del huésped mas que en la habilidad por
transitar a través de la barrera epitelial. Esta observacion es consistente con los resultados
obtenidos en el modelo animal de infeccion de herida por quemadura. En estos experimentos el
mutante deficiente en eftM fue marcadamente menos virulento que la cepa parental y fue
completamente incapaz de diseminarse o sobrevivir en sangre. En nuestra opinion la
diferencias observadas en el modelo animal entre la cepa parental y el mutante son dificilmente

atribuibles por completo a las diferencias que hay en la capacidad de transmigracion entre
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ambas cepas en el modelo de queratinocitos polarizados. Los resultados de nuestro grupo han
demostrado que la mutacion de eftM no reduce la resistencia de la cepa parental a la lisis por el
complemento (Barbier et al., 2013), pero no hemos descartado la posibilidad de que la
deficiencia de EftM altere la resistencia a otros mecanismos defensa del huésped como la
opsonofagocitosis. De cualquier manera, los resultados obtenidos in vivo demuestran que la
mutacion de la nueva metiltransferasa descubierta por nuestro grupo reducen de forma drastica
la virulencia de P. aeruginosa en el modelo animal de infeccion por quemadura, lo que indica
que podria tratarse de una nueva diana para el tratamiento de las infecciones de este

importante patdgeno humano.
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7 Conclusiones






Conclusiones

1. El gen eftM codifica una nueva metiltransferasa, que hemos denominado EftM, que
incorpora tres grupos metilo al residuo 5 de lisina del factor de elongacion Tu, dando

lugar a una estructura similar a la fosforilcolina.

2. EftM es necesario y suficiente para producir esta metilacién tanto en P. aeruginosa,
como en otros sistemas heterologos, ubicandose en el citoplasma celular donde ejerce

su funcioén.

3. EftM estd muy conservado dentro del género Pseudomonas y ampliamente distribuido,

incluso, entre géneros diferentes.

4. Los estudios de fraccionamiento celular y de microscopia electrénica demuestran que
la proteina EF-Tu se puede localizar en la membrana y presentar su extremo N-

terminal orientado hacia el exterior celular.

5. Latrimetilacion de EF-Tu facilita a P. aeruginosa la invasion de queratinocitos cutaneos

y la transmigracioén a través de ellos, mediante la interaccién con PAFR.

6. P. aeruginosa reduce los niveles de la proteina ZO-1, constituyente de la uniones
estrechas intercelulares, incrementado la permeabilidad paracelular de la barrera

epitelial.

7. La alteracion de la permeabilidad paracelular inducida por P. aeruginosa esta mediada

por la activacion de NF-kB.

8. La mutacién de EftM reduce notablemente la capacidad de diseminacion y la virulencia
de P. aeruginosa en un modelo murino de infeccidn de herida por quemadura.
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Apéndice

Tampon de carga: 10% glicerol, 62,25mM Tris HCI (pH 6,8), 5% B-mercaptoetanol, 2% dodecil
sulfato sddico, 0,1% azul de bromofenol. Todos los reactivos fueron suministrados por Sigma-
Aldrich.

Tampon de lisis RIPA: Para su preparacion se combinaron;

1ml VIAL 1: Tampon de lisis 1X

10wl VIAL 2: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo disuelto en dimetil sulféxido
10ul VIAL 3: Cocktail inhibidor de proteasas disuelto en dimetil sulféxido
10ul VIAL 4: Ortovanadato sddico disuelto en agua

Este tampon fue suministrado por Santa Cruz Biotechnology.

Solucion zona resolucién geles de poliacrilamida del 6 al 15%: Para la preparacion de un gel se
combinaron:

H,O destilada: 2,6-1,1ml

10 % Dodecil sulfato sédico: 50ul

1,5 M Tris-HCI pH 8,8: 1,3ml

30 % Acrilamida-0,8% Bisacrilamida: 1-2,5 ml (dependiendo del porcentaje final de acrilamida
(6-15%))

TEMED: 4-2ul

10 % Persulfato amonico: 50ul

Todos los reactivos fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

Solucion zona apilamiento geles de poliacrilamida al 5%: Para la preparacion de un gel se
combinaron:

H,O destilada: 0,68ml

10% Dodecil sulfato sédico: 10ul

0,5M Tris-HCI pH 6,8: 0,13ml

30% Acrilamida-0,8% Bisacrilamida: 0,17ml

TEMED: 1pl

10% Persulfato amonico: 10ul

Todos los reactivos fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

Tampon de electroforesis (pH 8,3): 1, 9M glicina, 0,25M Tris base, 35mM dodecil sulfato sédico.
Todos los reactivos fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

Tampon de transferencia Towbin (pH 8,3): 25mM Tris base, 190mM glicina, 20% metanol.
Todos los reactivos fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

Tampon fosfato salino (pH 7,2): 130mM NacCl, 5mM Na,HPO,4, 1,5mM KH,PO,. pH 7,4.
Tampon de lisis: 50mM NaH,PO,, 300mM NaCl, 10mM imidazol. pH 8,0.

Tampon de lavado: 50mM NaH,PO,, 300mM NaCl, 20mM imidazol. pH 8,0.

Tampon de elucion: 50mM NaH,PO,, 300mM NaCl, 250mM imidazol. pH 8,0.

Solucioén tincion de Coomassie: 45% metanol, 10% acido acético, 0,12% Comassie briliant
blue.

Solucién de decoloracion: 45% metanol, 10% acido acético.

Tampoén TB1 (pH 5,8): 1,2% RbCl, 1% MnCl,-4H,0, 3% (v/v) AcOK 1M (pH 7,5), 0,12% CacCl,,
15% glicerol (v/v). Esterilizar por filtracion.

Tampon TB2: 2% (viv) 0,5M MOPS (pH 6,8), 0,12% RbClI, 0,83% CacCl,, 15% glicerol (v/v).
Estéril por filtracion.

Tampén SMEB: 1mM HEPES (pH 7,0), 0,21mM MgCl,, 300mM sacarosa.
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Solucion de recubrimiento: 6,3mM Na,HPO,-7H,0, 18mM HEPES, 122mM NaCl, 1,1mM D-(+)-
Glucosa, Solucion rojo fenol en DPBS al 0,125%, 20ug/ml de albumina sérica bovina, 20ug/ml

de fibronectina y 24g/ml de colageno bovino tipo I.
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