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INT. 1. El género Salmonella 

Salmonella es un género de bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, 

móviles, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Son causantes de una amplia 

variedad de enfermedades en humanos y animales, que abarcan desde 

gastroenteritis, fiebre entérica, bacteriemia e infecciones localizadas, hasta un estado 

de portador asintomático. El tipo de infección depende del serotipo de Salmonella y 

de diversos factores del hospedador (1). 

El género Salmonellae es actualmente clasificado en sólo dos especies, 

Salmonella enterica y Salmonella bongori, basado en la alta similitud de secuencia del 

genoma (96-99%). Existe sólo una subespecie dentro de S. bongori, nombrada 

subespecie V, mientras que S. enterica comprende las restantes 7 subespecies, 

diferenciadas bioquímicamente y por relaciones genómicas: I, S. enterica subespecie 

enterica; II, subespecie salamae; IIIa, subespecie arizonae; IIIb, subespecie diarizonae; 

IV, subespecie houtenae; VI, subespecie indica; y VII, sin nombre. Mientras que la 

subespecie I es específica para animales de sangre caliente como los mamíferos, las 

restantes sólo pueden infectar animales de sangre fría. El CDC (siglas en inglés 

correspondientes a Center for Disease Control and Prevention de los Estados Unidos) 

utiliza nombres para los distintos serotipos de la subespecie I (por ejemplo, serotipos 

Enteritidis, Typhimurium, Typhi y Choleraesius) y utiliza fórmulas antigénicas para 

los serotipos no nomenclados en las subespecies II, IV, VI y en S. bongori. Dentro de 

estas 7 subespecies, existen actualmente más de 2500 serotipos de Salmonella (2–4). 

Las cepas en el serogrupo S. enterica subesp. enterica (S. enterica) causan 

aproximadamente el 99% de las infecciones por Salmonella en humanos y animales 

de sangre caliente. A pesar de que son genéticamente muy semejantes, existe una 

enorme variación en la virulencia y en la epidemiología de los diferentes serotipos de 

S. enterica. Por ejemplo, S. enterica serovar Typhi (S. Typhi) es un patógeno exclusivo 

de humanos, agente causal de la enfermedad sistémica conocida como fiebre tifoidea 

o entérica. La fiebre tifoidea es un problema global, con más de 27 millones de casos a 

nivel mundial cada año, resultando en una estimación de 217.000 muertes (5). Los 

serotipos no tifoideos de Salmonella (NTS), como S. enterica serovar Typhimurium (S. 

Typhimurium), infectan múltiples hospedadores y causan gastroenteritis en 

humanos, ganado, caballos y otros animales, la cual es autolimitada en hospedadores 
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previamente sanos, pero es capaz de provocar una infección sistémica en ratones 

susceptibles, que se asemeja a la fiebre tifoidea. Estos serotipos pueden provocar 

también una variedad de infecciones extra-intestinales severas, dependiendo de 

distintos factores predisponentes del hospedador y de diversas características 

referidas a la virulencia de las distintos serotipos. Las infecciones por serovares NTS 

causan un estimativo de 93,8 millones de casos y 155.000 muertes a nivel mundial 

cada año (5). 

 

INT. 2. Mecanismos de patogénesis de Salmonella 

La infección por Salmonella generalmente comienza por la ingestión oral a 

través de agua o alimentos contaminados. Las bacterias que logren sobrevivir al 

medio gástrico y competir exitosamente con la flora intestinal normal, podrán 

colonizar el intestino delgado (6). 

La penetración de la barrera intestinal es un paso esencial en la patogénesis de 

Salmonella. S. Typhimurium atraviesa la barrera intestinal a través de múltiples 

mecanismos, como ser la invasión de células epiteliales intestinales o de las células M 

de las placas de Peyer (7, 8). Además, Salmonella puede ser llevada desde el tracto 

gastrointestinal al torrente sanguíneo por fagocitos que expresan CD18 (9). El 

hospedador utilizaría las células expresando CD18 del linaje monocito-macrófago 

para detectar antígenos microbianos gastrointestinales e iniciar respuestas inmunes 

sistémicas, mientras que las células M controlarían la generación independiente de 

respuestas inmunes de la mucosa (9). Dentro de las células, Salmonella se aloja en una 

vacuola con características únicas y provoca daño citotóxico al epitelio, induciendo 

diarrea acuosa (7). En el caso de la gastroenteritis, las bacterias usualmente se limitan 

al tracto intestinal debido a una infiltración de neutrófilos, consistente con la 

autolimitación de la enfermedad en adultos inmunocompetentes. Cuando la infección 

resulta en una enfermedad sistémica, las bacterias son fagocitadas por los macrófagos 

intestinales y subsecuentemente diseminadas a través del sistema retículo-endotelial 

después de haber vencido a la barrera epitelial intestinal (9) (Figura INT.1). 
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La habilidad de Salmonella de causar una enfermedad sistémica es 

dependiente de los mecanismos moleculares bacterianos que gobiernan la 

supervivencia dentro de los fagocitos profesionales, como los macrófagos (10). Este 

es un proceso complejo e involucra el sensado del medio en el fagosoma, la alteración 

de la superficie bacteriana para resistir a la inmunidad innata y la alteración de 

procesos del hospedador mediante la remodelación del fagosoma, transformándolo 

en un nicho replicativo bacteriano intracelular (11). 

 

 

FIGURA INT.1: Diseminación de Salmonella Typhi durante la infección sistémica. La fiebre tifoidea generalmente es 
contraída por ingestión de agua o alimentos contaminados con heces u orina de portadores que excretan S. Typhi. El 
período de incubación dura usualmente de 7 a 14 días. En el intestino delgado las bacterias se adhieren a la mucosa y luego 
invaden las células epiteliales. Las Placas de Peyer, que son agregaciones de nódulos linfoides del íleon terminal, juegan un 
rol importante en el transporte al tejido linfoide subyacente. Las células epiteliales especializadas, como las células M, que 
recubren estas Placas de Peyer son el probable sitio de internalización de S. Typhi. Una vez que han penetrado la barrera 
mucosa, las bacterias se traslocan a los folículos linfoides intestinales y los nódulos linfáticos mesentéricos, y algunas 
pasan a las células retículo-endoteliales del hígado y bazo. Durante la fase bacteriémica, las bacterias se encuentran 
diseminadas por todo el cuerpo. La infección secundaria puede ocurrir en hígado, bazo, médula ósea, vesícula biliar y 
Placas de Peyer como sitios preferenciales. La vesícula biliar es el principal reservorio durante la infección crónica con S. 
Typhi y la invasión ocurre tanto directamente desde la sangre o por diseminación retrógrada desde la bilis. Es de interés la 
habilidad de Salmonella de formar biopelículas en cálculos biliares, ya que es un factor crítico en el establecimiento de la 
carga crónica y liberación de S. Typhi. Las bacterias que son excretadas en la bilis pueden luego reinvadir las paredes 
intestinales por el mecanismo descripto previamente o ser excretadas en las heces. Los síntomas clínicos son fiebre, 
malestar, y molestia abdominal. Los rasgos clínicos como abdomen distendido, hepatomegalia, esplenomegalia, y 
bradicardia son comunes. Los puntos rosados, las lesiones clásicas de la piel asociadas con la fiebre tifoidea, son 
relativamente raras y ocurren en el 5%-30% de los casos. Las manifestaciones más severas de la fiebre tifoidea que llevan 
a la sepsis y muerte son tanto la necrosis de las Placas de Peyer resultando en la perforación del intestino y peritonitis, o 
una encefalopatía tóxica asociada con miocarditis y shock hemodinámico (5). 
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Un número de fenotipos esenciales de virulencia en Salmonella han sido 

mapeados en las denominadas islas de patogenicidad de Salmonella (SPIs), regiones 

extendidas de ADN que parecen haber sido insertadas en el cromosoma por 

transferencia horizontal, ausentes en organismos no patógenos relacionadas como 

Escherichia coli (E. coli) K12 (12). En S. Typhimurium se han identificado dos islas de 

patogenicidad: SPI-1, que gobierna la capacidad de la bacteria de ingresar a las células 

epiteliales (13); y SPI-2, que se requiere para la sobrevida de Salmonella dentro de los 

macrófagos (14). Ambos sistemas están asociados con la replicación intracelular (15) 

(Figura INT.2). 

Cada una de las SPI codifica un sistema de secreción tipo III (T3SS). Los T3SS 

son complejos proteicos con múltiples subunidades capaces de inyectar efectores 

directamente desde el citoplasma bacteriano al citosol de la célula hospedadora. Estos 

efectores modulan procesos celulares para el beneficio del patógeno, como la 

arquitectura del citoesqueleto, el tráfico de membranas, la transducción de señales y 

la replicación (13, 16, 17). Los T3SS son estructuras especializadas que exhiben 

secreción dependiente de contacto, y consisten en un complejo con forma de aguja, 

que permite que las proteínas secretadas pasen a través de las membranas 

bacterianas interna y externa, y un aparato de exportación o translocon, que crea un 

poro en la membrana de la célula hospedadora (8). 

La SPI-1 participa en ambas formas de enfermedad causada por Salmonella, ya 

sea gastroenteritis o infección sistémica. Lleva a cabo múltiples funciones, que 

incluyen la citotoxicidad en macrófagos, la invasión a células epiteliales, inflamación y 

secreción de fluidos en el íleon, y secreción de citoquinas. Los productos codificados 

en SPI-1 inducen apoptosis en macrófagos, pero ejecutan la función exactamente 

opuesta en células epiteliales (4). 

La SPI-1 contiene los genes para el T3SS-1, que produce una serie de 

modificaciones dentro del hospedador, cruciales para la invasión de las células no 

fagocíticas como las células M, y para la activación de respuestas pro-inflamatorias 

(5). Esta isla de patogénesis contiene 39 genes que codifican para proteínas 

estructurales del T3SS-1 (operones inv/spa y prg), proteínas del translocon (SipB, 

SipC, SipD), algunos efectores (SipA, SptP, AvrA), algunas chaperonas (SicA, InvB, 

SicP) y cuatro reguladores transcripcionales (HilA, HilC, HilD e InvF). Otros genes 
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codificando efectores secretados (sopA, sopB, sopD, sopE, sopE2, slrP, sspH1, sspH2) se 

localizan en otra región del cromosoma (Figura INT.2) (4, 18). Salmonella muestra 

una expresión diferencial de proteínas a partir de la SPI-1 al colonizar diferentes 

tejidos, lo que sería importante para aspectos tejido-específicos de la patogénesis 

bacteriana (19). 

Después de la ingesta, Salmonella coloniza el intestino e invade enterocitos y 

células dendríticas en el epitelio intestinal. Las bacterias que alcanzan la submucosa 

pueden ser internalizadas mediante diferentes mecanismos: por fagocitosis, por 

invasión activa utilizando el T3SS-1, o por invasión independiente del T3SS usando 

fimbrias y otras adhesinas de la superficie bacteriana (5). La invasión se inicia por la 

unión del patógeno a la superficie de las células del hospedador, lo que activa la 

inserción del translocon del T3SS-1 en la membrana de la célula hospedadora a través 

de su afinidad por el colesterol. Este contacto bacteria-célula permite la translocación 

de los efectores del T3SS-1 a la célula del hospedador. El proceso está coordinado con 

precisión para asegurar que las translocasas (SipB, SipC y SipD) se secreten antes que 

los efectores (8). El T3SS-1 entrega por lo menos 13 proteínas efectoras a través de la 

membrana plasmática de la célula hospedadora, como SipA, SopE, SopE2 y SopB (20–

23), la mayoría de las cuales está involucrada en rearreglos del citoesqueleto de 

actina, iniciando el ruffling de la membrana y la macropinocitosis, permitiendo la 

invasión por Salmonella (24). Otros efectores de SPI-1 inducen la secreción de 

quimioatractantes epiteliales, resultando en la transmigración de neutrófilos (25). 

Inicialmente luego de la internalización, Salmonella es encerrada en el 

denominado fagosoma espacioso (SPs), y persiste dentro de estos fagosomas por 

fusión con macropinosomas u otros SPs. Dentro de los minutos u horas, este 

fagosoma se encoge y acidifica, formando una vacuola persistente muy próxima con la 

membrana de la bacteria, denominada vacuola conteniendo a Salmonella (Salmonella 

containing vacuole, SCV) (26)). Existen evidencias que muestran que la SPI-1 también 

tiene un rol importante en los estadios tempranos de la biogénesis de la SCV en 

células epiteliales (27). El T3SS-1 inyecta algunas proteínas efectoras, como SipA, 

SipC, SopB/SigD, SodC-1, SopE2, y SptP al citoplasma del hospedador, los cuales 

causan rearreglos del citoesqueleto de actina y de la morfología de la SCV, entre otros 

cambios (Figura INT.2) (5). Esta SCV parece seguir un proceso de maduración 
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endocítico normal, ya que interactúa con endosomas tempranos, presenta una 

maduración dependiente de Rab7 y de fosfoinosítidos, se acidifica y adquiere 

marcadores característicos de endosomas tardíos y lisosomas (26).  

 

 

 

Salmonella sobrevive y se replica dentro de la SCV, donde es capaz de evitar los 

mecanismos antimicrobianos del hospedador. La SPI-2 es esencial para la virulencia 

en una variedad de modelos de ratones y para la replicación intracelular dentro de 

células en cultivo, epiteliales y macrófagos (15, 28). La formación y mantenimiento de 

la SCV involucra eventos que son controlados por esta isla de patogenicidad. Los 

 

FIGURA INT.2: Representación esquemática de las principales etapas en la infección por Salmonella. Salmonella 
invade células no fagocíticas induciendo deformación de la membrana y rearreglos del citoesqueleto de actina subyacente 
(ruffling de membrana), encerrando las bacterias en compartimientos fagosomales intracelulares denominados vacuola 
conteniendo a Salmonella (SCV). La SCV se dirige hacia la región perinuclear de la célula hospedadora y madura a través de 
interacciones selectivas con la vía endocítica. Una vez que la SCV se posiciona cerca del aparato de Golgi, comienza la 
replicación intracelular de las bacterias. Esta etapa está caracterizada por la formación de estructuras tubulovesiculares de 
la SCV llamados filamentos inducidos por Salmonella (Sifs) y la acumulación de actina alrededor del fagosoma bacteriano. 
La secreción de iones cloruro (Cl-) y la transmigración de leucocitos polimorfonucleares (PMN) contribuye a la diarrea e 
inflamación intestinal. Además, Salmonella manipula vías de respuesta inmune específicas del hospedador. Los serovares 
de Salmonella asociados con enfermedad sistémica son capaces de ingresar en los macrófagos intestinales, induciendo la 
muerte celular así como también utilizándolos como vehículo para diseminarse al hígado y bazo a través de los sistemas 
linfáticos y sanguíneo. Los efectores de la SPI-1 y SPI-2 involucrados en cada etapa de la infección están indicados en rojo y 
azul, respectivamente. Notar que los efectores de la SPI-1 y SPI-2 no operan secuencial e independientemente de cada uno, 
como se pensaba previamente. En cambio, ambos subconjuntos tienen roles clave en la maduración y posicionamiento de 
la SCV y en la replicación (321). 
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genes codificados en la SPI-2 no son esenciales para causar gastroenteritis pero son 

indispensables para la infección sistémica ya que promueven la sobrevida 

intracelular de Salmonella dentro de la célula hospedadora (4). 

La principal función de la SPI-2 es la de remodelar la vacuola, formando un 

nicho de replicación intracelular mediante la alteración del tráfico endocítico. Las 

actividades realizadas por los diversos efectores incluyen la alteración de la fusión 

entre lisosomas y la SCV (29), la evasión de la muerte de macrófagos dependiente de 

la NADPH oxidasa (30) y el retraso de la muerte celular símil apoptosis (31), la 

alteración de la membrana vacuolar y la manipulación del citoesqueleto asociado a la 

SCV (32–34), y la interferencia en la localización de la enzima óxido sintetasa 

inducible (iNOS) en la SCV (35). Además, SPI-2 confiere protección frente a especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y a intermediarios reactivos de nitrógeno (RNI) dentro del 

macrófago. La tetrationato reductasa esta codificada en SPI-2, y es la enzima 

encargada de convertir tetrationato en tiosulfato, que actúa como donante alternativo 

de electrones en ambientes que contienen tetrationato como el intestino humano o el 

suelo (4). 

Estas diversas actividades implican la existencia de diferentes proteínas 

efectoras, las cuales están codificadas dentro o fuera de la SPI-2. La expresión del 

T3SS-2, Spi/Ssa, es regulada por el sistema de dos components PhoP/PhoQ, y 

funciona como puerta para el intercambio de materiales entre la SCV y el citoplasma 

del hospedador (4). La SPI-2 transloca alrededor de 20 proteínas efectoras diferentes 

a través de la membrana fagosomal dentro del citoplasma de la célula hospedadora, 

para promover la replicación intracelular y la diseminación sistémica (36). Por 

ejemplo, SpiC inhibe la fusión endosoma-endosoma in vitro (29), y se ha determinado 

que es necesaria también para la secreción in vitro de proteínas de la SPI-2 como 

SseB, SseC y SseD (37) y para la translocación de efectores de SPI-2 dentro de 

macrófagos infectados. Las proteínas efectoras SseF y SseG, muestran un rol en la 

dinámica de la membrana vacuolar, al estar involucradas en la formación de Sifs 

morfológicamente normales (38). Los Sifs son extensiones tubulares de la membrana 

de la SCV, probablemente resultado de vesículas brotando de la vía endocítica sin 

fusión, enriquecidas en glicoproteínas de membrana lisosomal y cuya formación es 

dependiente de otro efector de la SPI-1, SifA (39) (Figura INT.2). 
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El ensamble y función de estos T3SS está coordinada espacial y 

temporalmente. Estudios in vivo e in vitro, sugieren que Salmonella requiere de la 

expresión de cada uno de sus genes de virulencia sólo en una o en algunas etapas 

específicas dentro del hospedador. Actualmente, la expresión espacio-temporal de 

estas dos islas de patogénesis no puede ser demarcada claramente, ya que existe 

evidencia de superposición en su expresión. Por ejemplo, la expresión preventiva de 

SPI-2 en el lumen intestinal antes de la invasión a células epiteliales, que prepara a 

Salmonella para atravesar el epitelio hacia la lamina propria así como también para 

enfrentar el stress intracelular inminente; o la expresión residual de SPI-1 luego de la 

internalización por macrófagos para contrarrestar la respuesta inmune del 

hospedador mediante la supresión de la expresión de citoquinas. La expresión 

ectópica de genes de virulencia puede reducir la capacidad de Salmonella de producir 

una infección, probablemente debido a una respuesta inmune prematura del 

hospedador. Además, la modulación de la expresión génica compartimiento-

específica sería importante para minimizar el gasto de energía y recursos (4, 40). 

La expresión en tiempo y lugar correctos de las SPI es posible gracias a la 

capacidad de Salmonella de detectar las condiciones ambientales con las que se 

encuentra dentro del organismo. De este modo, la bacteria es capaz de sensar señales 

ambientales como por ejemplo pH, baja tensión de oxígeno, alta osmolaridad y alta 

concentración de hierro, condiciones encontradas en el íleon, sitio preferencial de 

invasión por este patógeno. En estas condiciones, la expresión de los genes de SPI-1 

es activada a través de la expresión de hilA. HilA es crucial para la regulación 

transcripcional de SPI-1, ya que activa directamente la transcripción de los operones 

prg, inv/spa y sip, que sintetizan componentes estructurales y algunos efectores de 

T3SS-1, respectivamente. En contraste, cuando Salmonella se localiza en sitios 

desfavorables para la invasión en el organismo hospedador, la presencia de señales 

como bilis, secretada en el intestino delgado proximal, o péptidos catiónicos, en el 

interior de macrófagos, inhibe la expresión de T3SS-1 (8, 18). 

HilA es regulado directamente por otros reguladores como HilC, HilD y RtsA. 

Además, un gran número de otros reguladores de hilA, actuando principalmente a 

través de HilD, han sido identificados. Entre ellos se destacan los sistemas 

denominados de dos componentes (TCS), que permiten detectar las condiciones 
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ambientales externas y regular la expresión génica mediante la transmisión de 

diferentes señales al interior celular. Algunos TCS como BarA/SirA y EnvZ/OmpR son 

capaces de activar indirectamente la expresión de hilA, mientras que otros como 

PhoP/PhoQ y PhoB/PhoR la reprimen. Además, HilE ha sido identificado como un 

regulador negativo de la transcripción de hilA a través de la inhibición de la actividad 

de HilD (41, 42). Por otra parte, se ha sugerido que los sistemas de dos componentes 

PhoP/PhoQ y PhoB/PhoR actúan a través de HilE para regular la expresión de SPI-1 

(18, 43). 

 

INT. 3. Sistemas regulatorios de dos componentes 

La vida en el mundo microbiano está caracterizada por una continua 

interacción entre las células bacterianas y el ambiente (44). Debido a la organización 

unicelular de los procariotas, los cambios ambientales, sean bióticos o abióticos, son 

rápidos y dramáticos, mientras que los eucariotas pueden amortiguarlos debido a su 

organización multicelular (45). El ambiente en el que se encuentran los 

microorganismos cambia constantemente debido a variaciones en parámetros 

fisicoquímicos como temperatura, luz, presión de oxígeno, acidez, osmolaridad, 

humedad, y niveles de nutrientes y toxinas (45, 46). Sin embargo, las bacterias son 

organismos muy adaptables, capaces de crecer en diversas fuentes de carbono y 

nitrógeno y de ocupar una gran variedad de nichos ecológicos. La clave para la 

adaptabilidad de estos microorganismos es su capacidad de expresar sólo aquellos 

genes que codifican para las enzimas y vías que necesitan para un óptimo crecimiento 

en el nicho en el que se encuentran (47). Entonces, para una exitosa competencia y 

sobrevida en el hospedador o en el ambiente, las bacterias deben responder a estas 

condiciones alteradas, adaptando su estructura, fisiología y comportamiento (44, 46, 

48). Esto se logra gracias a la habilidad que poseen los microorganismos de reconocer 

la composición del ambiente en el que se encuentran, mediante la detección de 

señales provenientes de él (47). 

En este sentido, los sistemas de transducción de señales funcionan como vías 

intracelulares de procesamiento de la información, que unen el estímulo externo a 

una respuesta adaptativa específica. Mientras que los organismos superiores, como 

plantas y animales, poseen respuestas adaptativas que incluyen comportamientos 
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complejos como migración o adaptación a lo largo de generaciones, los organismos de 

orden inferior o microorganismos unicelulares, como bacterias y levaduras, deben 

utilizar otras estrategias. La adaptación bacteriana ocurre a nivel: de genes y 

proteínas individuales, de regulones globales, de células completas (a través de 

motilidad o esporulación), o a nivel multicelular (por ejemplo a través del mecanismo 

de sensado de la densidad celular o quorum sensing, y mediante la formación de 

biofilm) (49). 

La forma predominante de transducción de la señal utilizada por las bacterias 

para responder a las condiciones ambientales son los sistemas denominados de dos 

componentes (TCS) (44, 45, 47, 50, 51). Los TCS son sistemas de sensado, 

reconocimiento y transducción de la señal, que permiten a un microorganismo 

procesar y responder a múltiples señales rápidamente (52). Estos sistemas funcionan 

utilizando la fosforilación reversible de proteínas como estrategia de señalización. 

Los TCS están ampliamente distribuidos, aunque no de manera ubicua, en 

bacteria Gram(+) y Gram(-) y en arqueas. Por ejemplo, un sondeo de genomas 

secuenciados ha identificado 62 proteínas de TCS en Escherichia coli, 27 en 

Streptococcus pneumoniae, 70 en Bacillus subtilis, 24 en Methanobacterium 

thermoautotrophicum, pero ninguna en Mycoplasma genitalium y Methanococcus 

jannaschii. Estos sistemas están presentes también en hongos, levaduras, plantas y en 

la ameba Dictyostelium, pero hasta el momento no han sido identificadas proteínas 

pertenecientes a la familia de los TCS en animales, y no están codificadas en los 

genomas de los humanos, moscas o gusanos (48). 

Si bien existen numerosos y variados TCS, los mismos son esquemas 

modulares constituidos alrededor de un mecanismo central que involucra diferentes 

arreglos de dominios conservados dentro de las proteínas, y diferente integración de 

las proteínas en las vías de señalización, lo que provee adaptaciones del esquema 

básico para lograr las necesidades regulatorias específicas de los diferentes sistemas 

de señalización (50). No obstante, los TCS prototípicos sirven para ilustrar el 

mecanismo fundamental de fosfotransferencia que forma el centro de los sistemas 

simples o más complejos. 

El esquema básico de los TCS se estructura alrededor de dos proteínas 

conservadas: una proteína histidina quinasa (HQ) y una proteína reguladora de la 
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respuesta (RR) (Figura INT.3). Además de los dominios conservados, las HQ y los RR 

típicamente contienen dominios variables específicos para el sistema en el que 

funcionan. Las HQ son generalmente proteínas transmembrana que funcionan como 

sensores, con dominios extracelulares variables involucrados en sensar los diferentes 

estímulos. Por su parte, los RR son usualmente proteínas multidominio con dominios 

efectores variables que provocan una respuesta. En la mayoría de los sistemas, la 

respuesta es la regulación de la expresión génica, pero algunos RR controlan 

respuestas más diversas como la regulación de la motilidad, la activación de cascadas 

de MAPK (mitogen-activated protein kinase), la modulación de los niveles de 

nucleótidos cíclicos, o también enzimas o dominios de otros tipos pueden ser 

controlados (48, 53). 

La proteína sensora HQ consiste en un dominio de reconocimiento de la señal 

con especificidad única, acoplado a un dominio autoquinasa (53). Cuando el estímulo 

o señal es detectado por el dominio sensor, se cataliza la autofosforilación ATP-

dependiente de un residuo de histidina (His) conservado en el dominio de 

dimerización de la HQ, produciendo un enlace fosforilo de alta energía (His-P). La HK 

fosforilada es reconocida por un RR específico, y el dominio regulatorio conservado 

de éste cataliza la fosfotransferencia desde His-P en la HQ a un residuo aspártico 

(Asp) conservado en el RR, creando un enlace acil-fosfato de alta energía (Asp-P) 

(52). Normalmente, los dominios regulatorios inhiben los dominios efectores del RR, 

y la fosforilación del residuo Asp-P libera esta inhibición, permitiendo que el dominio 

efector ejerza su respuesta (Figura INT.3) (53). Entonces, la respuesta del sistema es 

determinada por los niveles de RR fosforilado (48, 50). 

Existen diversos mecanismos que regulan los niveles de RR fosforilado. Los RR 

pueden poseer una actividad auto-fosfatasa que limita el tiempo de vida de su estado 

fosforilado. Esta actividad difiere sustancialmente en diferentes RR. Los diferentes 

tiempos de vida media de los RR fosforilados, de segundos a horas, refleja las 

necesidades específicas de cada vía de señalización y otras estrategias regulatorias de 

cada sistema. En algunos sistemas, existen fosfatasas auxiliares o proteínas que 

refuerzan la actividad fosfatasa del RR, acelerando su defosforilación. Muchas HQ, 

además de la actividad de quinasa, también poseen actividad fosfatasa. Ambas 

actividades pueden ser reguladas directamente por el estímulo (en el caso de las HQ 
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transmembrana) o indirectamente por la interacción con proteínas auxiliares (en el 

caso de las HQ citoplasmáticas). Existe una regulación aún más compleja en sistemas 

donde existen interacciones de múltiples HQ o RR con un único RR o HQ, 

respectivamente (48, 50). 

 

 

 

Como se mencionó previamente, existen diversos TCS pero hay dos 

arquitecturas básicas predominantes. La vía de fosfotransferencia más simple es la 

que involucra una proteína histidina quinasa (HQ) y una proteína reguladora de la 

 

FIGURA INT.3: Organización de dominios y señalización en TCS. Izquierda: Sistema básico conformado por un RR 
compuesto por dominios REC y efector, y una HQ anclada a membrana compuesta por un dominio sensor, dos hélices 
transmembrana (TM1 y TM2) y los dominios DHp y CA, mostrando el ATP unido y los residuos His (H) y Asp (D) 
fosforilables. El recorrido del grupo fosforilo (P) entre el ATP y His, y entre His y Asp en la reacción de fosfotransferencia es 
simbolizado con flechas rojas. Derecha: Sistema más complejo de “phosphorelay”. La complejidad proviene de la 
incorporación de un dominio sensor citosólico (Sc) a continuación de las hélices transmembrana, la adición de dominios 
REC y HPt unidos covalentemente a continuación del dominio CA, y la representación de potenciales proteínas conectoras 
auxiliares (triángulos) acopladas a sus dominios blanco. Cuando un dominio es variable, las variantes más comunes se 
detallan junto con la frecuencia de ocurrencia (51). 



INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

14 

respuesta (RR), que participan en una fosfotransferencia His→Asp de un paso (Figura 

INT.3.izquierda). Una versión más compleja de este esquema son los denominados 

sistemas de “phosphorelay”, que involucran múltiples dominios conteniendo His y 

Asp, y una fosfotransferencia His→Asp→His→Asp en tres pasos (Figura 

INT.3.derecha) (48). La mayoría de los “phosphorelays” involucra HQ híbridas en las 

cuales tanto los dominios conteniendo His como Asp están presentes en una misma 

proteína. Las proteínas de fosfotransferencia conteniendo His fosforilable (HPt) 

juegan un rol crucial en la transferencia de los grupos fosforilo desde las HQ híbridas 

a los RR citoplásmicos, ya sea desde el ATP unido a la HQ o desde un Asp-P de un 

dominio RR en la HQ, y transfiriéndolos a dominios RR posteriores en la vía. Estos 

sistemas expandidos de “phosphorelay” brindan mayor versatilidad en las estrategias 

de señalización y un mayor número de potenciales sitios de regulación (50). Estos 

sistemas son característicos en la regulación de procesos metabólicos complejos 

como la esporulación en Bacillus subtilis (54), el control del ciclo celular en 

Caulobacter crescentus (55), y la osmoregulación en Saccharomyces cerevisiae (56). 

En procariotas, los sistemas de señalización de dos componentes más 

frecuentes son los que presentan un esquema simple de fosfotransferencia, mientras 

que los sistemas de “phosphorelay” predominan en la señalización mediante dos 

componentes en eucariotas (48). 

Las proteínas que conforman los sistemas de dos componentes fueron 

identificadas por primera vez hace 30 años a partir de similitudes en las secuencias, 

mucho antes de que se sus actividades bioquímicas fueran asignadas a los productos 

génicos. Extensos estudios genéticos, bioquímicos y estructurales de las HQs y los RRs 

realizados hasta el momento han establecido las características fundamentales de la 

señalización por dos componentes. 

 

3. a. Histidina quinasas 

La HQ es el nexo primario entre el medio celular y la respuesta adaptativa en la 

transducción de la señal mediante los sistemas de dos componentes. La gran mayoría 

de las HQ son proteínas homodiméricas unidas a membrana que usualmente pueden 

dividirse en dos dominios: un dominio N-terminal sensor periplásmico seguido de un 
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dominio C-terminal quinasa citoplásmico, generando moléculas transductoras 

adaptadas a los requerimientos específicos de cada vía de señalización particular. 

Algunos sistemas de dos componentes utilizan HQ solubles, reguladas por estímulos 

intracelulares y/o interacción proteína-proteína con otros componentes 

citoplasmáticos (45). 

Los dominios sensores de las HQ muestran una alta variabilidad, tanto en su 

tamaño como en su secuencia aminoacídica, siendo diseñados para interaccionar 

específicamente con la variedad de estímulos que detectan. Los mismos pueden 

presentar una localización extracelular, intracelular y/o transmembrana (57). 

En las HQ que poseen un dominio extracelular, el dominio sensor está 

conectado al dominio quinasa citoplasmático por una o más hélices transmembrana, 

que en algunos casos pueden estar seguidas de un dominio de unión. La mayoría de 

las secuencias extracitoplasmáticas no han sido agrupadas en familias dada su baja 

conservación de secuencias. En los últimos años, se han resuelto las estructuras de 

varios dominios periplásmicos de unión a ligando, como el receptor quimiotáctico Tar 

de E. coli (58), la HQ PhoQ de S. Typhimurium (59), el sensor LuxQ de Vibrio harveyi 

(60), y los dominios sensores CitA y DcuS de citrato y fumarato de E. coli y Klebsiella 

pneumoniae, respectivamente (61, 62) (Figura INT.4). 

Se han identificado dominios sensores citoplasmáticos en numerosas HQs, 

como los dominios PAS y GAF (63, 64). Se ha mostrado que ambos poseen estructuras 

similares, caracterizadas por la presencia de un bolsillo de unión a ligando con cinco o 

seis láminas β anti-paralelas rodeadas de varias hélices α, respectivamente (64), que 

puede acomodar una variedad de pequeñas moléculas tales como hemo, flavina, 

adenina, guanina y fotopigmentos. 

Otro elemento citoplasmático del complejo sensor es el dominio HAMP 

(Histidine kinases, Adenylate cyclases, Methyl accepting proteins y Phosphatases), que 

inicialmente se creía que estaba involucrado únicamente en el proceso de 

transducción de la señal más que en la percepción del estímulo (57). La gran mayoría 

se encuentra localizado C-terminal a una hélice transmembrana (Figura INT.4) por lo 

que cualquier cambio conformacional al unirse el ligando al dominio periplásmico, 

debería ser directamente transmitido a través de este dominio. Se ha resuelto la 

estructura del dominio HAMP de Archaeoglobus fulgidus en solución (65). La 
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estructura revela una arquitectura dimérica y 4 hélices α paralelas. Se ha sugerido 

que la actual función de este dominio debe ser la de transducir los cambios percibidos 

en los elementos de señalización superiores a una rotación de las cuatro hélices. 

 

 

 

Los dominios integrales de membrana también pueden exhibir propiedades 

sensoras. El primer dominio de membrana descripto con función sensora es el 

dominio de unión a etileno ETR1 en Arabidopsis. ETR1 contiene un dominio 

hidrofóbico N-terminal que une etileno y un dominio C-terminal con homología a las 

HQ. De acuerdo al modelo estructural, las hélices α que atraviesan la membrana 

coordinan un ión de Cu+1. Se ha propuesto que la unión del etileno al metal de 

 

FIGURA INT.4: Arquitectura modular de las histidina quinasa. La HQ sensora es una gran proteína modular consistente 
en un núcleo catalítico conservado en el extremo C-terminal, y varios elementos opcionales en el extremo N-terminal 
involucrados en el sensado de la señal o en la transmisión de un cambio conformacional hacia el núcleo catalítico. Los 
ejemplos de las estructuras son, de izquierda a derecha y de arriba a abajo: los dominios sensores periplásmicos de CitA, 
DcuS, PhoQ y LuxQ; el dominio HAMP de la proteína AF1503 de Archaeoglobus fulgidus; los dominios sensores 
citoplásmicos de FixL, la proteína amarilla fotoactiva PYP, y el bacteriocitocromo BphP; y el núcleo catalítico de SK853 
comprendiendo el dominio catalítico y de unión a ATP (57). 
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transición induce un cambio conformacional en el dominio sensor que se propagaría 

a la región citoplásmica de la proteína, modulando su actividad (66). 

Por último, las actividades de algunos dominios sensores están reguladas por 

proteínas auxiliares que pueden interactuar con la HQ para formar un complejo 

sensor o transmitirle la detección de algún ligando (57, 67). 

 

Los dominios sensores son heterogéneos en cuanto al tamaño y la secuencia, 

reflejando la variedad de estímulos ambientales detectados. En cambio, los dominios 

quinasas, con los que el RR debe interaccionar, son de tamaños similares y altamente 

conservados. 

Estudios bioquímicos y de mutagénesis han mostrado que el dominio quinasa 

cataliza una reacción de trans-autofosforilación ATP-dependiente en la que un 

monómero de la HQ fosforila un residuo His conservado en un segundo monómero 

dentro del dímero de HQ. El grupo fosfoimidazol resultante presenta un enlace N-P de 

alta energía, haciendo que el equilibrio de la reacción de autofosforilación favorezca 

al estado defosforilado de la proteína, lo que resulta ideal para la donación del grupo 

fosforilo al residuo Asp en una cadena lateral del RR (45). 

El dominio quinasa es diferente al de cualquier otra quinasa previamente 

caracterizada, definiéndose a las HQ como una nueva familia de proteína quinasas. Sin 

embargo, existen similitudes entre la topología del dominio catalítico y una familia de 

ATPasas que ahora ha sido designada como GHKL (denominada así por los miembros 

DNA girase B, Hsp90, CheA histidine kinase y MutL), caracterizadas por un plegamiento 

común de unión e hidrólisis de ATP, que ha sido evolutivamente adaptado a funciones 

biológicas diferentes (68). 

El rasgo característico de las HQ es el núcleo quinasa. Esta región de la 

proteína incluye dominios independientes de dimerización y catalíticos, y es 

responsable de unir ATP y dirigir la reacción de trans-autofosforilación. Esta región 

núcleo está definida por cinco motivos conservados de aminoácidos, designados cajas 

H, N, G1, F, G2 y G3 (Figura INT.5). La caja H contiene el residuo His conservado que 

es el sitio de fosforilación. Las cajas N, G1, F, G2 y G3 comprenden el bolsillo de unión 

a ATP (48). 
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En base a la organización de sus dominios de dimerización y catalíticos, las HQ 

pueden agruparse en dos tipos (Figura INT.5). En las HQ de tipo I, ejemplificadas por 

EnvZ, la His conservada se localiza dentro del dominio de dimerización (dominio 

DHp, Dimerization Histidine phosphotransfer), adyacente a la región catalítica y de 

unión de ATP (dominio CA, catalytic ATP-binding) que posee las cinco cajas restantes. 

En las quinasas de tipo II, la caja H se localiza en un dominio HPt (Histidine-containing 

Phosphotransfer) que está distante del dominio CA y posee inserciones de otros 

dominios entre ellos. Es interesante destacar que CheA es la única representante de 

esta categoría (69). 

 

 

 

La naturaleza dimérica y multimodular de las HQ, que contienen dominios 

bisagra altamente flexibles, ha dificultado los estudios estructurales. Sin embargo, el 

hecho de poder expresar y purificar en forma funcional los diferentes sub-dominios 

ha permitido la resolución estructural por resonancia magnética nuclear (RMN) de 

los dominios independientes de dimerización y catalíticos de la HQ ortodoxa EnvZ de 

E. coli (70, 71). El sensor de osmolaridad EnvZ y su RR asociado OmpR, regulan la 

expresión de los genes que codifican para las principales porinas de membrana 

externa, OmpC y OmpF, en respuesta a cambios en la osmolaridad del medio. La 

región citoplásmica de EnvZ consiste en dos sub-dominios funcionales 

complementarios: un dominio de dimerización (DHp) que contiene la His fosforilable 

 

FIGURA INT.5: Histidina quinasas de clase I y clase II. Se muestra un esquema de las dos clases de HQ. Esta clasificación 
está basada en la posición en la secuencia primaria de la región conteniendo la histidina conservada (H) respecto al 
dominio quinasa (que contiene las cajas conservadas N, G1, F, G2 y G3). En las HQ de clase I, el residuo His en la caja H del 
dominio DHp es el sitio primario de autofosforilación. En las HQ de clase II, el residuo H conservado se localiza en la caja H 
del dominio HPt. Abreviaturas: DHp, dominio de dimerización; CA, dominio catalítico y de unión a ATP; HPt, dominio 
conteniendo la H fosforilable; S, dominio de unión a sustrato; D, dominio de dimerización; R, dominio regulatorio (69). 
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y un dominio CA. Del mismo modo, las estructuras de los subdominios tales como el 

subdominio catalítico de las HQ PhoQ (72) y NtrB de E. coli (73) y los dominios HPt de 

ArcB (74), YojN (75) y YPD1 (76) han sido elucidados utilizando RMN y difracción de 

rayos X. Además, se conocen las estructuras completas de la HQ atípica CheA (77) y 

de la fosfotransferasa Spo0B (78). 

 

3. b. Reguladores de respuesta 

Los RR se encuentran en el final de las vías de fosfotransferencia, donde 

regulan la respuesta efectora, activados por la fosforilación. La mayoría de los RR 

posee una estructura de dos dominios: un dominio regulatorio N-terminal 

conservado y un dominio efector C-terminal variable. La fosforilación de un residuo 

Asp conservado en el dominio regulatorio resulta en un cambio conformacional 

creando un RR activo, capaz de permitir una respuesta intracelular, usualmente la 

expresión génica (48). Entre las proteínas de señalización, los RR son únicos en 

utilizar la fosforilación de un Asp para la regulación. 

El dominio regulatorio es un dominio conservado, constituido por un 

plegamiento conservado (α/β)5 que consiste en cinco láminas β paralelas centrales 

flanqueadas en ambas caras por hélices α anfipáticas. Este dominio cataliza la 

transferencia de un grupo fosforilo desde un residuo His conservado en la HQ 

asociada a uno de sus propios residuos Asp, localizado dentro de un bolsillo acídico 

expuesto en su superficie. El dominio regulatorio sufre cambios estructurales 

dinámicos con la fosforilación, pasando desde una conformación inactiva a una activa 

(30). La activación resulta en sutiles cambios conformacionales que se localizan 

primeramente en la cara α4-β5-α5 de la superficie del dominio regulatorio (79, 80). 

Consecuentemente, diferentes zonas de esta interfase influyen en los dominios 

efectores asociados, ya sea por interacción directa (81–83) o por formación de 

dímeros (84). La proteína quimiotáctica que carece de dominio efector, CheY, ha 

servido como modelo representativo de los dominios regulatorios de los RR (85). 

Estos dominios conservados no son componentes pasivos en la 

fosfotransferencia desde las HQ o los dominios HPt, sino que catalizan la 

transferencia del grupo fosforilo. Esto se evidenció a partir de la capacidad de 
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pequeñas moléculas dadoras de fosfato como el acetil-fosfato o el fosfamiridato, de 

sustituir a la HQ en ensayos de fosfotransferencia in vivo e in vitro (86–88). El hecho 

de que el grado de fosfotransferencia desde los residuos His y los dominios HPt de las 

HQ fuera mayor que desde las moléculas dadoras de fosfato, sugirió la existencia de 

un alineamiento apropiado del grupo fosforilo debido a un reconocimiento de 

determinantes en ambos componentes que promovería la fosfotransferencia. 

Una pregunta central en el mecanismo de señalización es cómo la función del 

dominio efector es modulada por la fosforilación del dominio regulatorio. Estudios 

genéticos, bioquímicos y biofísicos han permitido determinar la estructura de 

diferentes dominios regulatorios de RR fosforilados o activados. Estos estudios han 

confirmado la noción que la fosforilación del Asp en el sitio activo provoca pequeños 

reposicionamientos de la estructura secundaria ligados a una reorientación de un 

grupo de cadenas laterales específicas, llevando a una modificación estructural que se 

propaga a través de la molécula (48, 89, 90).  

Las diferencias estructurales entre el dominio regulatorio defosforilado y 

fosforilado afectan una gran superficie del RR y varían en los diferentes RR, en cuanto 

a magnitud y superficie alterada. Sin embargo, en todos los casos los cambios 

estructurales se propagan casi exclusivamente a la mitad C-terminal del dominio 

regulatorio y la superficie que sufre la alteración estructural corresponde a 

superficies que participan en la interacción proteína-proteína. Estos y otros datos 

avalan la hipótesis de que los RR existen en equilibrio entre dos conformaciones 

predominantes, correspondientes a los estados activo e inactivo. La fosforilación lleva 

el equilibrio hacia una conformación activa. La activación altera la gran superficie 

molecular del dominio regulatorio, parte de la cual dictamina interacciones proteína-

proteína específicas, que median la respuesta efectora. Además, existe gran 

versatilidad en el modo en que ese cambio conformacional regula la actividad del 

dominio efector. En algunos casos, la fosforilación promueve la dimerización que es 

requerida para la unión al ADN, aumenta la unión al ADN en ausencia de dimerización 

o es requerida para una interacción productiva con la maquinaria transcripcional. En 

otros RR, la fosforilación induce un cambio conformacional que libera un efecto 

autoinhibitorio o puede modificar su capacidad de interacción con otras proteínas 

(53, 91). 
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Los dominios efectores son de estructura y función diversa, dictando a su vez 

una gran variedad de respuestas efectoras mediante diferentes mecanismos para 

regular sus actividades. 

La función más comúnmente observada de los RR es la de regular la expresión 

génica. La gran mayoría de los RR son factores transcripcionales que pueden dividirse 

en tres subfamilias en base a la homología del extremo C-terminal de unión al ADN 

del dominio efector. Estas subfamilias son designadas según miembros 

representativos de cada una: OmpR (plegamiento del tipo hélice-giro-hélice, HTH 

“alado”) (92); NarL (dominios con cuatro hélices α característico) (81); y NtrC 

(dominio de unión a ATP cuya actividad ATPasa se requiere para su unión al ADN) 

(93). A pesar de existir plegamientos comunes, las interacciones con la maquinaria 

transcripcional y los mecanismos de activación difieren dentro de cada subfamilia. 

Además de los RR con dominios de unión al ADN se ha descripto el RR AmiR de 

Pseudomonas aeruginosa con un dominio de unión a ARN (94). El dominio efector 

puede incluso estar en otra proteína o complejo de proteínas, como en el caso de 

CheY. Esta proteína es un RR asociado a la quimiotaxis que carece de un dominio 

efector y une el componente del motor flagelar FliM, produciendo una modificación 

en el sentido de giro del flagelo bacteriano (95). Algunos pocos RR poseen dominios 

efectores con funciones enzimáticas. Estos reguladores combinan el dominio 

N-terminal fosfoaceptor del tipo CheY con dominios metilesterasa, como CheB (96), 

con dominios GGDEF y EAL con actividad diguanilato ciclasa y fosfodiesterasa, 

respectivamente (97), u otros con potenciales actividades enzimáticas aún 

desconocidas (63). 

Los rearreglos estructurales de las HQ sensoras en la unión del ligando y los 

cambios conformacionales inducidos por la fosforilación de los RR forman parte de 

un mecanismo fundamental para la propagación de la señal dentro de las células. A 

pesar de que el mecanismo de fosfotransferencia es común a todos los sistemas de 

dos componentes, la versatilidad de estos sistemas es resultado del diseño modular y 

la regulación multifacética del estado fosforilado de los RR. 

 

 



INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

22 

INT. 4. El sistema de dos componentes PhoP/PhoQ de Salmonella 

El sistema ortodoxo de dos componentes PhoP/PhoQ de S. Typhimurium está 

conformado por la proteína PhoQ, un sensor transmembrana con actividad 

bifuncional histidina quinasa/fosfatasa, y el regulador de respuesta PhoP (98). 

La histidina quinasa PhoQ se encuentra formando un dímero en la membrana 

interna bacteriana. Posee dos regiones transmembrana, resultando en un dominio 

sensor periplásmico y un dominio citoplásmico. El dominio citoplásmico contiene un 

subdominio linker HAMP próximo a la membrana, un sitio conservado de 

autofosforilación (caja H en el subdominio DHp) y un dominio C-terminal que une 

ATP para llevar a cabo las actividades quinasa y fosfatasa (subdominio CA). En 

respuesta a señales ambientales específicas, la proteína se trans-autofosforila dentro 

del dímero en un residuo His conservado en el dominio citoplásmico, y el fosfato es 

subsecuentemente transferido a un residuo Asp en el regulador de respuesta PhoP. 

PhoP fosforilada se une al ADN para controlar la expresión de los denominados genes 

activados (pag) o reprimidos (prg) por PhoP (99). La fosforilación promueve la unión 

de PhoP a sitios de unión en tándem denominados caja PhoP, que consisten en dos 

repeticiones directas de la secuencia (G/T)GTTTA(A/T) separada por cinco 

nucleótidos, localizada entre 25 y 42 bases corriente arriba del sitio de inicio de la 

transcripción (100). 

La proteína PhoQ es un sensor para Mg2+ extracelular (101). El crecimiento de 

la bacteria en un medio con una concentración milimolar de Mg2+ reprime la 

transcripción de los genes activados por PhoP, mientras que el crecimiento en 

concentraciones micromolares del catión resulta en la transcripción de los mismos. 

Este TCS es un regulador maestro de la virulencia de S. Typhimurium. El 

regulón controlado por este TCS incluye genes que son críticos para la homeostasis de 

Mg2+ (99) y aquellos que provocan modificaciones en el LPS, lo que determina la 

susceptibilidad de la bacteria a péptidos catiónicos antimicrobianos (99, 102–104). El 

sistema PhoP/PhoQ también está involucrado en el mecanismo de ingreso de la 

bacteria a la célula del hospedador, modulando la expresión del inyectisoma y de los 

efectores translocados (105–107). Una vez dentro de la célula, los genes regulados 

por PhoP contribuyen a definir la sobrevida intracelular de Salmonella, estando 
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implicados en la capacidad de proliferación intravacuolar de la bacteria y en el tráfico 

divergente de la SCV de la vía endocítica canónica (108–110). 

El hallazgo de la importancia del locus phoPQ en la virulencia de Salmonella se 

remite a experimentos efectuados por Fields y cols. (10, 111), quienes detectaron 

mutantes transposicionales incapaces de sobrevivir en macrófagos y demostraron 

que éstas poseían una muy alta dosis letal media (LD50) en ratones. Se encontró 

además, que estas mutantes eran sensibles a extractos de gránulos provenientes de 

neutrófilos humanos, macrófagos de ratón y a péptidos antimicrobianos. Éstas 

mutaciones fueron mapeadas en el locus phoP (111), originalmente descripto por 

Kier y cols. (112). 

El locus phoPQ se encuentra presente tanto en bacterias Gram negativas 

patógenas como no patógenas (113, 114). Si bien fue primero analizado en 

profundidad en S. Typhimurium, todos los sistemas PhoP/PhoQ analizados 

funcionalmente hasta el momento respondieron a variaciones en las concentraciones 

de Mg2+ extracelular y estuvieron involucrados en distintas vías de virulencia en 

patógenos bacterianos. En P. aeruginosa, una mutación en phoQ provoca una 

disminución en la citotoxicidad en células epiteliales humanas y una disminución en 

la sobrevida en infecciones pulmonares crónicas en ratas (115). Por otro lado, se ha 

demostrado la importancia de PhoP en la sobrevida de Yersinia pestis dentro de 

macrófagos (116).  

Las cepas de S. Typhimurium que poseen deleciones en los genes phoP o phoQ 

muestran deficiencias en su virulencia: su dosis letal media en ratones BALB/c 

inoculados intraperitonealmente es cinco órdenes de magnitud mayor que la cepa 

salvaje, son incapaces de sobrevivir en macrófagos y presentan una susceptibilidad 

aumentada a péptidos microbicidas, sales biliares y pH ácido (10, 117, 118). 

La mutante constitutiva denominada pho24 induce una sobreeexpresión de los 

genes activados por PhoP y una represión de los genes reprimidos por PhoP. Esta 

mutante posee un único cambio de nucleótido que resulta en una sustitución 

aminoacídica del residuo de treonina 48 por isoleucina, correspondiente al dominio 

periplásmico del sensor PhoQ (119, 120). Es interesante el hecho que la mutante 

constitutiva pho24 exhibe varios fenotipos de virulencia descriptos para la mutante 

nula phoP. Además, tiene disminuida su capacidad de invadir células no fagocíticas 



INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

24 

debido a la represión de varios genes de la SPI-1 (121), y es deficiente en la inducción 

de la formación de vacuolas espaciosas en macrófagos (122). Estos resultados indican 

que la simple activación de los genes activados por PhoP no es suficiente para la 

virulencia, sino que es necesaria una regulación espacial o temporal de su expresión. 

 

4. a. Genes regulados por el sistema PhoP/PhoQ 

En Salmonella, el sistema PhoP/PhoQ controla la expresión de 

aproximadamente el 3 % de los marcos abiertos de lectura de su genoma (113, 114). 

Varios genes regulados por PhoP han sido identificados por métodos genéticos 

clásicos (99, 123), IVET (tecnología de expresión in vivo) (124), DFI (fluorescencia 

diferencial) (31) y análisis con MALDI-TOF (119). Recientemente, el uso de 

microarreglos de ADN ha permitido determinar que la expresión de más de 200 genes 

es dependiente de PhoP (92). En la Tabla INT.1 se resumen algunos de los genes 

regulados por el sistema PhoP/PhoQ descriptos hasta el presente, y de los cuales se 

conoce su función. 

 

GEN FUNCIÓN / PROPIEDADES REF. 

phoPQ Sistema de dos componentes.  (125) 

mgtA Transportador de Mg2+ tipo P. (101) 

mgtCB Transportador de Mg2+ tipo P. (101) 

pmrAB Sistema de dos componentes que responde a Fe3+. (126, 127) 

pmrC Fosfoetanolamina transferasa que incorpora fosfoetanolamina al lípido A del LPS. (128) 

pmrD Activador del sistema PmrAB en condiciones de bajo Mg2+. (129) 

ugd UDP-glucosa deshidrogenasa. (103) 

pbgPE Síntesis e incorporación de 4-aminoarabinosa en el lípido A. (103) 

pagP 
Enzima de membrana externa que media la transferencia de palmitato 
desde un fosfolípido al lipido A. 

(130) 

pagC Proteína de membrana externa esencial para la sobrevida en macrófagos.  (131) 

pagD Proteína periplásmica de función desconocida. (123, 131) 

lpxO 
Dioxigenasa dependiente de Fe2+/α-cetoglutarato que cataliza la 
hidroxilación del lípido A (PagQ). 

(132) 

pagL 
Proteína de membrana externa que remueve el grupo R-3-hidroximiristato 
en la posición 3 de ciertos precursores del lípido A. 

(133) 

pcgL 
Dipeptidasa periplásmica para la digestión de D-ala-D-ala en el 
peptidoglicano. Necesaria para la resistencia a vancomicina. 

(134) 

phoN Fosfatasa ácida periplásmica no específica.  (120) 

mig-14 Proteína de membrana interna, promueve la resistencia a péptidos (135) 
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microbicidas, la sobrevida en macrófagos y la infección persistente. 

ais Proteína periplásmica inducible por aluminio (pagH). (136) 

slyA 
Miembro de la familia MarR de reguladores transcipcionales requerido 
para virulencia y sobrevida en macrófagos.  

(15) 

slyB Lipoproteína de membrana externa. (99) 

pgtE Proteasa de membrana externa implicada en resistencia al péptido C18G (137) 

spvB Mono (ADP-ribosil) transferasa codificada en el plásmido de virulencia. (124) 

ssrAB Sistema de dos componentes codificado en SPI-2. (138) 

hilA Regulador transcripcional de genes de invasión codificados en la SPI-1. (121) 

prgHIJK Componentes del T3SS codificado en la SPI-1. (121) 

rstAB Sistema de dos componentes. (139) 

TABLA INT.1. Genes regulados por el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ 

 

La identificación de los genes regulados por PhoP puede confundirse por el 

hecho de que muchos genes son indirectamente regulados por PhoP, mediante el 

control de otros sistemas regulatorios de dos componentes a nivel transcripcional, 

como RstA/RstB (140), post-transcripcional, como SsrB/SpiR (138), y post-

traduccional, como PmrA/PmrB (141) (Figura INT.6). 

 

 

 

FIGURA INT.6: Regulón PhoPQ. Los genes directamente regulados por el sistema se representan en azul, los genes 
reprimidos en violeta, y los indirectamente regulados en otros colores. 
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El operón phoPQ se transcribe a partir de dos promotores, uno constitutivo y 

uno autorregulado. El promotor constitutivo mantiene niveles basales de expresión 

de las proteínas PhoP y PhoQ. Ante una activación del sistema por una disminución de 

la concentración de Mg2+ en el medio, se produce una retroalimentación positiva 

estimulándose la transcripción a partir del promotor auto-regulado, esto resulta en 

un mayor nivel de expresión tanto de PhoP como de PhoQ y una concomitante 

activación de los genes regulados por el sistema (125). 

En Salmonella, el sistema PhoP/PhoQ controla la homeostasis del Mg2+ a través 

de la expresión de varios genes necesarios para el crecimiento en medios con bajos 

contenido Mg2+, entre ellos mgtA y mgtB, que codifican para dos de los tres 

transportadores de Mg2+ presentes en Salmonella (101, 142). Al igual que la mutación 

en phoP, mutaciones en mgtA o mgtB producen un defecto en el crecimiento en 

condiciones de bajo Mg2+ extracelular, lo que sugiere que ambos transportadores son 

necesarios para mantener niveles fisiológicos de Mg2+ en el citoplasma de Salmonella 

(99). 

El sistema PhoP/PhoQ regula directamente genes que confieren resistencia a 

los péptidos catiónicos antimicrobianos, una amplia clase de antimicrobianos 

naturales encontrados por las bacterias en diversos medios. Entre ellos se encuentra 

el gen pgtE, que codifica una proteasa de la membrana externa que cliva catelicidinas 

(137) o pagP, que transfiere palmitato al lípido A, reduciendo la permeabilidad de la 

membrana externa e incrementando la viabilidad en presencia de péptidos 

microbicidas (104).  

Otros genes activados por PhoP regulan el fagosoma a través de la regulación 

del T3SS codificado por SPI-2, y están involucrados en la respuesta de tolerancia 

ácida, que sería importante dentro del fagosoma (143). 

El sistema PhoP/PhoQ también controla genes que alteran los procesos del 

hospedador, resultando en la divergencia de la vacuola que contiene a Salmonella 

desde la vía endocítica, induciendo la expresión de genes que codifican el invasoma y 

de efectores que median la entrada de la bacteria a células no fagocíticas así como 

también alteran la presentación de los antígenos de Salmonella (26, 144, 145).  
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Otro blanco de regulación del TCS es el sistema sensor quinasa PmrA/PmrB. 

En conjunto con el sistema PmrA/PmrB y RcsBCD, PhoP/PhoQ regula la expresión del 

gen ydeI, que codifica una proteína periplásmica importante para la resistencia a la 

polimixina B actuando con la porina OmpD en la membrana externa (146). Además, 

PhoP/PhoQ regula indirectamente un subgrupo de genes que están bajo el control del 

sistema de dos componentes PmrA/PmrB (127). PmrA es el regulador de la respuesta 

y PmrB la histidina quinasa sensora asociada que responde a concentraciones 

extracelulares de hierro (147). PmrA activa genes necesarios para modificar el LPS y 

disminuir la carga total negativa del lípido A, minimizando las interacciones 

electrostáticas con los péptidos catiónicos antimicrobianos (103, 126, 148). 

Los genes reprimidos por PhoP incluyen los genes del T3SS de la SPI-1, como 

hilA, prgH e invF. Estos genes han sido identificados como reprimidos en la mutante 

constitutiva pho24, pero no se ha visto regulación de los mismos por Mg2+, ni efecto 

en las mutantes nulas tanto en phoP como en phoQ, y tampoco se conocen las 

condiciones bajo las cuales PhoP podría reprimir estos genes.  

Recientemente, Gottesman y cols. describieron en E. coli (pero existen 

evidencias de que también está presente en Salmonella), un sARN (ARN pequeño no-

codificante) de 98 nt, designado MgrR (por ARN responsivo al Mg2+) cuya expresión 

es dependiente del sistema PhoP/PhoQ. MgrR regula modificaciones en el LPS a 

través de la regulación negativa de eptB, un gen que codifica para una 

fosfoetanolamina transferasa que cataliza la incorporación de fosfoetanolamina al 

Kdo del LPS en condiciones de crecimiento de bajo Mg2+ (149, 150). 

 

4. b. Estructura de la histidina quinasa PhoQ 

La región periplásmica de PhoQ consiste en una región central de cinco 

láminas β, coincidente con la topología de los dominios PAS. Sin embargo, esta región 

está flanqueada por una larga hélice α N-terminal y varias hélices α cortas, formando 

un plegamiento característico que se ha denominado dominio PDC (por ser un 

plegamiento común encontrado en PhoQ-DcuS-CitA) (151). La unión de los cationes 

divalentes ocurre en un grupo de residuos acídicos, denominado parche acídico, que 
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están adyacentes a dos hélices α. En esta región acídica se identificaron tres sitios de 

unión a calcio (Ca2+), pero podría haber más sitios de unión a metal (59). 

Basándose en la orientación de los extremos N-terminal y C-terminal, se 

predijo que el parche acídico apuntaría a la membrana interna bacteriana, que al 

contener fosfolípidos cargados negativamente, haría que PhoQ experimente una 

repulsión de cargas, alejándose de la bicapa lipídica. Se determinó, además, que los 

iones Ca2+ funcionarían como puentes entre parches acídicos de dímeros de PhoQ 

adyacentes, siendo estos iones el nexo entre las cargas negativas de la proteína y de la 

membrana. Basándose en estos datos estructurales y bioquímicos, se propuso un 

modelo para la represión de PhoQ en el que, cuando los cationes divalentes están 

presentes, forman un puente que aliviaría la repulsión de cargas y anclaría a PhoQ en 

la membrana, manteniéndolo en un estructura más rígida correspondiente al estado 

reprimido. El desplazamiento del ión metálico por otro ligando, o por crecimiento en 

ausencia de cationes divalentes, resultaría en la desestabilización de los puentes 

entre la HQ y la bicapa lipídica, y en una repulsión de cargas que forzaría a las hélices 

α a alejarse de la membrana. Esto induciría un cambio estructural que podría actuar 

como una señal inductora transducida a través del dominio periplásmico, y 

eventualmente a través de la membrana o por la molécula entera, para iniciar la 

transducción de la señal (59). 

 

4. c. Señales moduladoras de la actividad del sistema PhoP/ PhoQ 

Catión divalente Mg2+: 

El sistema PhoP/PhoQ constituye el primer ejemplo de un sistema regulatorio 

que utiliza el Mg2+ extracelular como la señal primaria, actuando como el ligando 

específico de la proteína sensora PhoQ. Se ha demostrado que la unión de Mg2+ con el 

dominio periplásmico de PhoQ provoca un cambio en la conformación de la proteína, 

induciendo una actividad fosfatasa específica que controla el estado de fosforilación 

del regulador PhoP, modulando su actividad transcripcional, resultando en la 

represión de la transcripción de al menos 20 diferentes loci activados por PhoP (98, 

101, 152, 153).  
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La interacción del Mg2+ con el dominio sensor de PhoQ es esencial para 

disparar su actividad fosfatasa. Se determinó que el residuo His conservado, clave en 

la reacción de autofosforilación, es requerido para que se observe la actividad 

fosfatasa. El crecimiento en concentraciones micromolares de Mg2+, promueve la 

transcripción de los genes activados por PhoP de una manera PhoP- y PhoQ-

dependiente, mientras que el crecimiento en concentraciones milimolares de Mg2+ 

reprime la expresión de los genes activados por PhoP a los niveles observados en las 

mutantes nulas para phoP o phoQ (99).  

Además del Mg2+, se demostró que los cationes divalentes Ca2+ y Mn2+ pueden 

reprimir la transcripción de los genes activados por PhoP (101). Experimentos in vivo 

indican que el sistema PhoP/PhoQ responde a los niveles periplásmicos de estos 

cationes divalentes a través de la unión directa de los mismos al dominio 

periplásmico de PhoQ. Se pudo establecer la existencia de sitios de unión diferentes e 

independientes para Mg2+ y Ca2+, y se calcularon sus afinidades aparentes (101, 152). 

Experimentos in vitro demostraron que el dominio periplásmico purificado de PhoQ 

une Mg2+, pero no Ba2+, un catión divalente incapaz de reprimir la transcripción de los 

genes regulados por PhoP. 

Se ha propuesto que la detección de los niveles de Mg2+ utilizando el sistema 

PhoP/PhoQ le permitiría a Salmonella determinar su localización subcelular (113). 

Una baja concentración de Mg2+ indicaría un ambiente intravacuolar (SCV), mientras 

que una alta concentración del catión indicaría una localización extracelular. En este 

sentido, se ha determinado que la concentración de Mg2+ en suero es de 0,7-1 mM 

(154) y ha sido estimada como menor a 50 µM en fagosomas de células epiteliales 

conteniendo a Salmonella (155) o menor a 100 µM en macrófagos conteniendo Y. 

pestis (156). Esta hipótesis es consistente con el patrón de expresión de los genes 

activados por PhoP, cuya transcripción se induce en bajas concentraciones de Mg2+ in 

vitro y dentro de los fagosomas acidificados en macrófagos (113, 117, 124), como 

también dentro de los tejidos de ratones en infecciones sistémicas (157). 
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Péptidos catiónicos antimicrobianos (CAMPs): 

Como se mencionó anteriormente, los CAMPs son un componente importante 

de la inmunidad innata de una variedad de organismos. Los mismos presentan una 

gran diversidad de secuencia, pero la mayoría comparte características comunes, 

incluyendo una carga neta positiva y una estructura anfipática, lo que promueve su 

capacidad de interaccionar con membranas biológicas cargadas negativamente.  

Los mecanismos desarrollados por las bacterias para resistir a la muerte por 

CAMPs han sido muy bien caracterizados en S. Typhimurium. Esta resistencia está 

adquirida por modificaciones en el Lípido A del LPS presente en la superficie celular 

(158). Las modificaciones del Lípido A en una gran variedad de bacterias Gram 

negativas está regulada por el sistema PhoP/PhoQ. 

El sistema PhoP/PhoQ es activado in vivo dentro de los fagosomas acidificados 

en los macrófagos y es reprimido in vitro durante el crecimiento en altas 

concentraciones de los cationes divalentes Ca2+, Mg2+ y Mn2+. Se ha propuesto que 

dentro de los fagosomas existe una condición de baja concentración de cationes 

divalentes, funcionando como señal para la activación de PhoQ. Sin embargo, esto es 

motivo de controversia ya que existen trabajos que muestran que la concentración de 

Mg2+ dentro del fagosoma se estabilizaría en 1 mM poco después de ingreso de 

Salmonella en el macrófago (159), lo que llevaría a pensar que puedan existir otros 

factores específicos dentro del fagosoma que lleven a la activación de PhoQ. 

Bader y cols. demostraron que la exposición de Salmonella a concentraciones 

subinhibitorias de CAMPs activa PhoP/PhoQ en presencia de concentraciones 

milimolares de Mg2+ (160). Utilizando la proteína PhoQ purificada, reconstituida en 

vesículas de membrana, se determinó que la activación de la expresión génica ocurre 

a través de la unión directa de los CAMPs al dominio periplásmico de PhoQ (140). 

Estos estudios demostraron que la exposición de PhoQ a los CAMPs provocó un 

aumento de los niveles de PhoP fosforilado, como así también un incremento de la 

activación de los genes dependientes de PhoP, aún en presencia de Mg2+ 1 mM. Sin 

embargo, en presencia de mayores concentraciones de Mg2+, la activación por 

concentraciones micromolares de CAMPs puede competir con la del metal, indicando 

que los mismos se unirían al mismo sitio que el catión divalente, pero con mucha 

mayor afinidad. Como los CAMPs están cargados positivamente, podrían unirse al 
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parche acídico. Además, se identificaron dentro del parche acídico dos mutaciones, en 

residuos que participan en la unión del Ca2+ en la estructura cristalina de PhoQ, que 

muestran un defecto en la activación inducida por el péptido catiónico C18G (59). 

Estos datos son consistentes con el modelo propuesto por Prost y cols., en el 

que los cationes divalentes unirían a PhoQ a la membrana interna, manteniéndolo en 

su estado reprimido, y que los CAMPs, con mayor afinidad por los sitios de unión a 

metal, anfipáticos y más grandes que los cationes divalentes, forzarían a una parte de 

la proteína a alejarse de la membrana, desplazando el metal. Para tener acceso y 

desplazar los iones metálicos del parche acídico, los CAMPs forzarían a las hélices α4 y 

α5, alejándolas de la membrana. Se ha propuesto que este movimiento de hélices α 

sería el responsable del mecanismo estructural para el inicio de la activación por 

PhoQ (161). 

 

pH: 

Además de los CAMPs, el pH es también una señal activadora directa de PhoQ 

en presencia de una concentración de cationes divalentes de 1 mM. Dentro de los 

fagosomas, el pH varía desde 5,0 a 6,5 (117, 159). Cuando se neutraliza el pH 

fagosomal no hay activación de los genes dependientes de PhoP, indicando que el pH 

podría ser una señal in vivo. 

En experimentos en los que PhoQ se reconstruyó inserto en vesículas de 

membrana, se demostró que el dominio periplásmico de PhoQ reconoce directamente 

el pH a una concentración de cationes divalentes de 1 mM (117, 162). En las vesículas 

de membrana, los efectos de los CAMPs y el pH fueron aditivos en cuanto a la 

fosforilación de PhoP, lo que sugiere distintos mecanismos de inicio del sensado y la 

activación para estas dos señales estimuladoras.  

Un estudio por RMN de los cambios estructurales del dominio periplásmico de 

PhoQ en respuesta a la acidificación mostró que este dominio permaneció estable y 

plegado a pH 3,5. Se vio también que a pH 5,5 la proteína fue capaz de unir metal. El 

espectro observado a pH ácido fue único comparado con el espectro en ausencia de 

ligando, en presencia del catión divalente o de CAMPs, indicando que PhoQ es capaz 

de adoptar una conformación específica a bajo pH, aún en presencia de puentes del 



INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

32 

metal intacto. Además, se identificó una mutación en un residuo His del dominio 

periplásmico de PhoQ (localizado en la lámina β, formando parte de una red de 

puentes hidrógeno que otorga rigidez estructural al nucleo de la proteína), cuyo 

espectro de RMN a pH neutro se asemejaba al observado en el espectro de la proteína 

salvaje a bajo pH (59). 

Estos datos son consistentes con un modelo en el que la acidificación induce 

una pérdida de rigidez estructural en el núcleo de la proteína, que también puede ser 

mimetizada con mutaciones en residuos que mantienen esta rigidez. Se postula que 

esta rigidez es esencial en el estado reprimido, para compensar la repulsión 

electrostática remanente no neutralizada por los puentes de metal. La pérdida de 

rigidez otorgaría mayor flexibilidad a las hélices α4 y α5 para poder alejarse de la 

membrana, activando la proteína de manera semejante a los CAMPs, forzando 

estéricamente a las mismas hélices a moverse. Varios de los residuos en la red de 

interacción de la His-157 están muy cerca de la región C-terminal del dominio 

periplásmico, que luego continúa en la membrana. Por lo tanto, cambios en esta 

región podrían iniciar la señalización transmembrana al causar un movimiento del 

C-terminal periplásmico. Este movimiento podría alterar entonces la orientación de 

las regiones que abarcan la membrana y acercar los dominios citoplásmicos para 

favorecer la fosforilación de la histidina dentro del dímero (162). 

 

INT. 5. Los TCS como blanco terapéutico para agentes antimicrobianos en 

bacterias patógenas 

Los TCS presentan características que los hacen atractivos como un blanco 

potencial para el desarrollo de novedosos agentes antibacterianos: 1) existe 

homología entre las HQ y los RR de diferentes géneros de bacterias, particularmente 

en los aminoácidos cercanos al sitio activo; 2) las bacterias patógenas utilizan la 

transducción por TCS para regular la expresión de factores de virulencia esenciales 

requeridos para la sobrevida dentro del hospedador; 3) las bacterias contienen gran 

cantidad de TCS, algunos de ellos esenciales para su viabilidad; 4) la transducción de 

señales en mamíferos ocurre por un mecanismo diferente. 
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Los antibióticos convencionales usualmente se dirigen directamente a las 

proteínas que llevan a cabo funciones esenciales, mientras que los que inhiben 

específicamente los TCS se dirigen a un nivel previo de control de las funciones 

regulatorias (163). Las HQ tienen gran interés médico debido a que están 

involucradas en múltiples aspectos de la regulación bacteriana y su ubicuidad en 

bacterias las hace un objetivo ideal para el desarrollo de nuevas clases de drogas 

antimicrobianas. Esta forma de antibióticos indirectos es extremadamente 

importante en un tiempo donde existe un aumento en la aparición de bacterias 

resistentes o multiresistentes. 

Mediante un rastreo de bibliotecas de compuestos sintetizados químicamente, 

se han identificado diferentes clases de inhibidores de TCS. Sin embargo, en la 

mayoría de los casos, estos compuestos no son selectivos para las vías de 

transducción, y ejercen su efecto por múltiples mecanismos de acción (164). 

Los inhibidores más comunes son compuestos hidrofóbicos que inhiben la 

actividad autoquinasa de las HQ de forma no competitiva con respecto al ATP. Estos 

compuestos generalmente ejercen su efecto por unión al ovillo de cuatro hélices que 

contiene los residuos His conservados, provocando una alteración estructural que 

lleva a la agregación de la HQ, resultando en la inhibición de la actividad catalítica de 

la enzima (165). Sin embargo, esta clase de inhibidores usualmente previene el 

crecimiento bacteriano por mecanismos independientes de la inhibición de las HQ.  

La búsqueda de inhibidores competitivos de las HQ presenta un considerable 

desafío en cuanto a la especificidad. No son muchos los inhibidores competitivos 

respecto al ATP reportados hasta el momento. Se han descripto varias clases de 

inhibidores de HQ efectivos, pero desafortunadamente muchos tienen poca 

biodisponibilidad debido a sus propiedades altamente hidrofóbicas (166). El medio 

ambiente del dominio HQ es hidrofóbico en sí mismo, lo que favorecería la 

interacción con estas moléculas. Algunos otros inhibidores han mostrado baja 

selectividad y muestran otros mecanismos de inhibición aparte de la inhibición de las 

HQ, como la agregación de proteínas (167). 

Un ejemplo es el análogo no hidrolizable del ATP, AMP-PNP, que inhibe las HQ 

por unión irreversible al sitio activo sin provocar agregación, sin embargo no es un 

candidato para ser utilizado como fármaco (164, 165, 168).  
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Como ha sido mencionado anteriormente, las HQ no se encuentran en 

mamíferos. Sin embargo, el inusual dominio de unión al ATP de las HQ es compartido 

con varias proteínas como la chaperona Hsp90 y ciertas quinasas mitocondriales 

(68). Gilmour y cols. identificaron una nueva clase de inhibidores competitivos del 

ATP en la autofosforilación de la HQ, el 3,6-diamino-5-ciano-4-fenil-tienopiridina-2-

carboxilico (TEP). TEP actuó como un inhibidor competitivo de las HQ sin causar 

agregación de proteínas y sin afectar las Ser/Tre quinasas humanas comunes. TEP 

presenta una estructura cíclica que lo asemeja a las purinas, pero las bases 

estructurales de la inhibición todavía no fueron determinadas. Desafortunadamente, 

la hidrofobicidad de TEP provocó su partición en las membranas celulares y no 

mostró actividad in vivo (169).  

Por otra parte, se identificaron mediante análisis in silico, una serie de 

inhibidores de la HQ YycG de Staphylococcus epidermidis, componente del sistema de 

dos componentes YycG/YycF que se cree está involucrado en la regulación de la 

pared celular. Se encontraron siete compuestos activos contra diferentes especies de 

Staphylococcus, que no mostraron citotoxicidad en células eucariotas, cuatro de los 

cuales se unen a YycG e inhiben la autofosforilación de la enzima (170). 

Estudios recientes sugieren que las librerías de productos naturales deben ser 

testeadas para posibles inhibidores de HQ. Por ejemplo, se ha descripto que 

valkmicina C (VKM C) producida por Streptomuces sp. inhibe tres HQ de Streptococcus 

mutans purificadas, y que esta represión se traslada a HQ al nivel de célula entera. Las 

concentraciones inhibitorias mínimas (CIM) para el crecimiento de 22 cepas de 

Gram(+) ensayadas, incluyendo Staphylococcus aureus, fueron de 0,063 a 16 µg/mL 

para VKM C. Cuando el compuesto fue utilizado a concentraciones sub-inhibitorias, 

las bacterias formaron biopelículas anormales y mostraron defectos en la 

competencia. Además, cuando las células fueron pre-tratadas con VKM C se observó 

una sensibilidad a acidez incrementada (171). 

Existen escasos ejemplos en la literatura de compuestos que inhiban 

específicamente una HQ en particular. Guarnieri y cols. demostraron la interacción 

inhibitoria del compuesto radicicol (un conocido inhibidor de la familia de proteínas 

GHKL que incluyen GyrB, Hsp90 y MutL) con la HQ PhoQ. Mediante un análisis de la 

estructura cristalina del dominio catalítico de PhoQ (PhoQcat) solo y PhoQcat con 
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radicicol, se determinó que el compuesto se une a residuos dentro del bolsillo de 

unión a ATP, a través de varios puentes hidrógeno e interacciones covalentes con 

residuos localizados cerca de las cajas conservadas N, G1, G2 y G3. Se determinó 

también que el radicicol inhibió la actividad autoquinasa de la región citoplasmática 

de PhoQ, mientras que otros inhibidores de la familia GHKL como novobiocina o 

geldamicina no lo hicieron. La comparación entre la unión de radicicol a la proteína 

Hsp90 y PhoQcat mostró que el mismo se una con diferente orientación y afinidad al 

bolsillo de unión a ATP, lo que constituye una característica atractiva al momento de 

desarrollar compuestos inhibidores específicos de sensores quinasa (172). 

Un estudio reciente reportó cuatro compuestos como potenciales inhibidores 

de PhoQ de Shigella flexneri. Estos compuestos inhibieron la actividad de 

autofosforilación de la porción intracelular de PhoQ (PhoQC), y también presentaron 

altas afinidades de unión a la proteína PhoQC. Se observó que tres de estos 

compuestos inhibieron la invasión de células HeLa con S. flexneri 9380. Además, 

ratones inoculados con S. flexneri pre-tratada con los compuestos no mostraron 

inflamación, mientras que ratones inoculados con la cepa sin tratar evidenciaron 

inflamación severa. Más aún, los cuatro potenciales inhibidores de PhoQ no 

mostraron citotoxicidad o actividad hemolíticas significativa (173). 

 

INT. 6. Extractos vegetales como fuente de agentes antibacterianos 

El interés en los productos naturales (originados en animales, microbios o 

plantas) como paliativos o curativos de una variedad de dolencias se remonta al 

principio de la historia del mundo. Existen evidencias que los Neandertales hace 

60000 años utilizaban algunas hierbas para fines medicinales. Egipcios, griegos, 

chinos e hindúes han documentado el uso de diferentes sustancias y formulaciones, la 

mayoría de las cuales eran basadas en plantas. Hipócrates, cinco siglos a.C., ya hacía 

mención de 300 a 400 plantas medicinales. En el año 65 d.C., el botánico griego 

Dioscorides produjo el trabajo titulado “De Materia Medica”, un catálogo medicinal de 

unas 600 plantas, el cual es todavía un documento muy reconocido en el uso de 

hierbas en medicina y que fue el prototipo para las farmacopeas modernas. Los 

pueblos nativos americanos utilizaban gran número de plantas para prácticas 

curativas. Pero no fue sino hasta el año 1800 cuando se aislaron por primera vez una 
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serie de compuestos activos puros a partir de fuentes naturales, como por ejemplo la 

estricnina, la morfina o la colchicina, dando comienzo a la era moderna de la industria 

farmacológica (174). 

La naturaleza ha evolucionado durante miles de años una diversa biblioteca de 

compuestos químicos, estéricamente más complejos y con una mayor diversidad de 

estructuras cíclicas comparados con los compuestos sintéticos y los que pueden 

desarrollarse por química combinatoria. Debido a esto, los productos naturales han 

dejado ver vías para nuevos enfoques terapéuticos, han contribuido al entendimiento 

de numerosas vías bioquímicas y han sido invaluables como plataformas para el 

desarrollo de nuevas drogas. La urgente necesidad de creación de nuevas drogas 

requeridas en distintas áreas terapéuticas promueve el desarrollo de nuevas 

estrategias para el aprovechamiento de la gran diversidad química de los productos 

naturales. Estas estrategias abarcan la exploración de fuentes no convencionales de 

compuestos naturales (175), el desarrollo de metodologías para la síntesis de 

bibliotecas de productos naturales (176, 177) y la generación de compuestos 

bioactivos a través de la diversificación química de productos naturales inactivos 

(178–180). 

La ineficacia observada últimamente en el uso de antibióticos tradicionales 

(productos de microorganismos o sus derivados sintéticos), junto con la aparición de 

nuevas enfermedades, que permanecen intratables con este tipo de drogas, ha 

provocado que la medicina se haya volcado a la investigación en el uso de productos 

naturales derivados de plantas como antibacterianos, entre otras actividades 

terapéuticas (181). 

 

INT. 7. Compuestos naturales como inhibidores del sistema de dos 

componentes PhoP/PhoQ de Salmonella enterica 

Como se ha descripto, el sistema regulatorio PhoP/PhoQ tiene un rol 

fundamental en la capacidad adaptativa de S. Typhimurium frente a los desafíos 

ambientales dentro y fuera del hospedador, siendo central para la virulencia de este 

microorganismo. El hecho de que los TCS se encuentren solo en procariotas, 

eucariotas inferiores y plantas, hace que PhoP/PhoQ sea un blanco ideal para el 
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desarrollo de nuevas estrategias antimicrobianas tendientes a la búsqueda de nuevos 

compuestos que prevengan o controlen la patogénesis de Salmonella en el 

hospedador mamífero. Por su parte, los extractos vegetales son fuente de compuestos 

con una diversidad química excepcional, que constantemente dan origen a nuevos 

agentes terapéuticos (182, 183). 

Durante el trabajo de tesis doctoral de la Dra. Mariela Sciara (184), se comenzó 

con la búsqueda e identificación de extractos de especies de plantas regionales que 

regulasen la actividad del TCS PhoP/PhoQ. Para analizar los posibles efectos de los 

extractos naturales sobre este TCS, se utilizó la metodología denominada 

bioautografía, que combina una cromatografía en capa delgada (Thin Layer 

Chromatography, TLC) con la determinación de actividad in situ a partir de la 

expresión de un gen reportero regulado por el sistema PhoP/PhoQ (185–187). 

Entonces, en presencia de un extracto que contenga compuesto(s) represor(es) del 

sistema PhoP/PhoQ no habrá expresión del gen reportero, por lo que existirá una 

zona incolora pero con turbidez, producto del crecimiento bacteriano. En cambio, si el 

compuesto fuera bactericida, existirá una zona incolora translúcida, sin crecimiento 

bacteriano. 

Este procedimiento permitió identificar diversos extractos vegetales con 

actividad inhibitoria sobre la expresión del gen reportero PhoP-regulado virK, siendo 

el extracto derivado de la especie Lamium amplexicaule el que mostró mayor halo 

inhibitorio. Posteriormente, se logró establecer que las especies presentes en el 

extracto que eran responsables del efecto observado sobre el TCS PhoP/PhoQ eran 

los ácidos grasos insaturados de cadena larga (LCUFAs), principalmente ácido 

linoleico. 

Este resultado fue verificado utilizando LCUFAs puros de origen comercial, 

demostrando que los mismos reprimían específicamente la actividad del sistema 

PhoP/PhoQ cuando eran agregados exógenamente al medio de cultivo bacteriano. Por 

su parte, también se verificó que los ácidos grasos de igual longitud de cadena 

carbonada no ejercían efecto alguno sobre la expresión del gen reportero regulado 

por PhoP, y que ninguno de los ácidos grasos ensayados mostró efecto sobre la 

expresión de genes regulados por otro TCS homólogo. Más aún, los LCUFAs inhiben 
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específicamente la actividad del TCS PhoP/PhoQ por disminución de la expresión, a 

nivel transcripcional, tanto del operon phoPQ como de genes activados por PhoP. 

Estos antecedentes dieron origen al desarrollo del presente trabajo de tesis, 

para determinar el mecanismo de acción de los LCUFAs sobre el sistema de dos 

componentes PhoP/PhoQ. Resulta de particular interés establecer el blanco de acción 

específico de los mismos sobre los distintos pasos del mecanismo de transducción de 

señales, es decir, si estos compuestos actúan a nivel de la actividad bifuncional 

quinasa/fosfatasa de la proteína sensora PhoQ, o sobre la interacción entre PhoQ y el 

regulador de respuesta PhoP, o sobre las propiedades transcripcionales de PhoP. 

 

INT. 8. Ácidos grasos 

Químicamente, un ácido graso (AG) es un ácido carboxílico con una cola 

alifática (cadena), y aquellos encontrados con más frecuencia en la naturaleza poseen 

una cadena con número par de átomos de carbono (C), desde 4 a 28. En base a esta 

diferencia de longitud de cadena carbonada, se los puede clasificar en: ácidos grasos 

de cadena corta (menos de 6 átomos de C, SCFA), de cadena mediana (entre 6 y 12 

átomos de C, MCFA), de cadena larga (entre 13 y 21 átomos de C, LCFA), o de cadena 

muy larga (cuando poseen más de 22 átomos de C, VLCFA). Los AG generalmente 

derivan de triglicéridos o fosfolípidos, y cuando no están unidos a otras moléculas se 

los conoce como ácidos grasos “libres”. 

Por otra parte, la cadena puede ser saturada (si no posee dobles enlaces 

carbono-carbono) o insaturada (en caso de presentar uno o más dobles enlaces). Los 

dos átomos de C que en la cadena están unidos por el doble enlace pueden 

encontrarse en configuración cis o trans. Una configuración cis es aquella en la cual 

los dos átomos de hidrógeno (H) adyacentes al doble enlace se proyectan hacia el 

mismo lado de la cadena. Esto hace que el doble enlace se rigidice, que la cadena se 

curve y que la libertad conformacional del ácido graso se vea restringida. A mayor 

cantidad de dobles enlaces, menor es la flexibilidad de la molécula. El efecto de esto es 

que, en ambientes restringidos (como cuando los AG forman parte de un fosfolípido 

en una bicapa lipídica o de triglicéridos en gotas de lípidos), los enlaces cis limitan la 

habilidad de los AG de ser empacados estrechamente, y por lo tanto afectan la 
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temperatura de fusión de la membrana o de la grasa. En contraste, en la configuración 

trans los átomos de H adyacentes al doble enlace se encuentran en lados opuestos de 

la cadena. Como resultado, no provocan mucha curvatura de la cadena, y su forma es 

similar a la de los AG saturados. La mayoría de los AG encontrados naturalmente son 

de configuración cis, mientras que aquellos de configuración trans no se encuentran 

en la naturaleza y son resultado del procesamiento humano (por ejemplo, 

hidrogenación). Sin embargo, también es posible hallar en la naturaleza ácidos grasos 

que presenten ambas configuraciones, como por ejemplo los AG denominados 

“conjugados del ácido linoleico” (conjugated linoleic acids, CLA). 

Las diferencias de geometría entre los distintos tipos de AG insaturados, así 

como también entre AG saturados e insaturados, tiene un rol fundamental en los 

procesos biológicos y en la construcción de estructuras biológicas (como las 

membranas celulares). En todos los organismos, los ácidos grasos son componentes 

esenciales de las bicapas lipídicas (sintetizados para la incorporación en los 

fosfolípidos de membrana), y son importantes como moléculas señalizadoras y como 

fuentes de carbono y de energía metabólica cuando se asocian al ciclo del ácido cítrico 

a través de la vía de β-oxidación. 

 

8. a. Metabolismo bacteriano de los ácidos grasos 

Los ácidos grasos ingresan a la célula y son oxidados completamente por la vía 

de β-oxidación, generando acetil-CoA como producto final (Figura INT.7). Si bien la 

mayoría de lo que se conoce del metabolismo de los ácidos grasos deriva de estudios 

realizados en E. coli (188, 189), se ha demostrado que en S. Typhimurium el 

mecanismo es semejante (189). 

Los genes que codifican para las enzimas de la vía de β-oxidación se agrupan 

en el regulón fad (fatty acid degradation), y están distribuidos en distintos lugares del 

cromosoma, siendo fadAB el único operón conocido. El regulón fad es el responsable 

del transporte, activación y β-oxidación de los ácidos grasos de cadena mediana 

(C6-C12) y larga (>C12). Su expresión es estrictamente controlada por el represor 

transcripcional FadR. 
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En los estadios iniciales de este proceso, se requieren los productos de los 

genes fadL y fadD para el transporte e incorporación de los ácidos grasos de cadena 

larga (LCFA) exógenos a través de las membranas celulares hacia el citosol (Figura 

INT.7).  

 

FIGURA INT.7: Esquema de la vía de β-oxidación de ácidos grasos. En cada ciclo de β-oxidación, el acil-CoA pierde un 
fragmento de dos carbonos como acetil-CoA y reduce 1 mol de FAD y 1 mol de NAD. El acetil-CoA es luego metabolizado y 
la molécula de acil-CoA acortada vuelve a entrar al ciclo de degradación sin necesidad de activación. Se indican las enzimas 
que catalizan cada paso: FadL, transportador de ácidos grasos de cadena larga (C12-C18); FadD, acil-CoA sintetasa; FadE, 
acil-CoA deshidrogenasa; FadH, acil-CoA reductasa; FadB1, enoil-CoA hidratasa; FadB2, 3-hidroxiacil-CoA epimerasa; FadB3, 
3-hidroxiacil-CoA deshidratasa; FadA, 3-cetoacil-CoA tiolasa. 
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El gen fadL codifica para una proteína transportadora de LCFA. FadL se 

localiza en la membrana externa de las bacterias Gram negativas, y cepas mutantes en 

esta proteína son incapaces de crecer en LCFA como única fuente de carbono y 

energía (190). La captación de AG está acoplada a la formación del acil-CoA 

correspondiente, dado que muy bajos niveles de AG libres son encontrados en las 

células. 

El gen fadD codifica para la enzima acil-CoA sintetasa, que juega un rol central 

en el transporte de los ácidos grasos, mediando la activación del ácido graso 

catalizando la formación del acil-CoA (190). El mecanismo propuesto comenzaría con 

la unión de ATP a la proteína FadD, lo cual provoca el movimiento de la misma hacia 

la cara interna de la membrana interna bacteriana. Una vez que FadD entra en 

contacto con la membrana, esta enzima extrae los AG concomitantemente con la 

formación del acil-AMP respectivo y la liberación de pirofosfato (PPi). Luego, la 

enzima une coenzima A (CoA) con la liberación de AMP y la formación del acil-CoA, el 

que a su vez es liberado de la enzima. Este proceso hace que el transporte de ácidos 

grasos sea unidireccional (191, 192). 

El primer paso en el ciclo de β-oxidación involucra la conversión del acil-CoA a 

enoil-CoA a través de la enzima acil-CoA deshidrogenasa codificada por el gen fadE 

(193). El resto de los pasos en la degradación de los ácidos grasos es llevado a cabo 

por un complejo tetramérico consistente en dos subunidades FadB y dos subunidades 

FadA, codificado por el gen fadAB. Este complejo posee cinco actividades enzimáticas 

diferentes incluyendo funciones de hidratación, oxidación y clivaje tiolítico a través 

de las enzimas 3-cetoacil-CoA tiolasa, enoil-CoA hidratasa, L-3-hidroaxil-CoA 

deshidrogenasa, cis-Δ3-trans-Δ2-enoil-CoA isomerasa y 3-hidroxiacil-CoA epimerasa 

(194) (Figura INT.7). 

La vía de β-oxidación actúa de manera cíclica, en la que cada ciclo resulta en el 

acortamiento en dos átomos de carbono del acil-CoA inicial para generar acetil-CoA, 

intermediario metabólico clave, que podrá ser utilizado en el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos o en el ciclo del glioxilato. La molécula de acil-CoA acortada vuelve a 

entrar al ciclo de degradación sin necesidad de activación (194). 

El control transcripcional de los genes involucrados en la degradación 

aeróbica de ácidos grasos ocurre mediante la proteína regulatoria FadR. Bajo 
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condiciones normales de crecimiento, tanto FadL como FadD se encuentra en bajos 

niveles dentro de la célula y las concentraciones intracelulares de acil-CoA son bajas, 

lo que permite que FadR se una a los operadores de los genes fad de la degradación 

de AG (actuando como represor) o de los genes fab de la biosíntesis de AG (actuando 

como activador). Cuando las células encuentran LCFA en el medioambiente, estos 

ligandos se unen a FadL, inducen un cambio de conformación por ligando dentro de la 

proteína, y son transportados al espacio periplásmico. El ambiente más acídico del 

periplasma promueve la formación de moléculas de AG no cargadas, las cuales se 

particionan en la membrana y la atraviesan. Entonces, la proteína FadD extrae estos 

AG desde la membrana y lo acopla a su activación. A medida que los niveles de LCFA-

CoA se incrementan dentro de las células, estas moléculas se unen a FadR causando 

un reordenamiento conformacional significativo del dominio de unión a ADN, lo que 

atenúa la represión transcripcional de los genes fad, y desreprime la activación 

transcripcional de los genes fab (191, 195, 196). 

 

8. b. Los ácidos grasos en la fisiología animal 

Los ácidos grasos forman parte de diversos fluidos fisiológicos, como suero y 

bilis. Un trabajo reciente, ha caracterizado el metaboloma de suero humano mediante 

la combinación de métodos de resonancia magnética nuclear (NMR), cromatografía 

gaseosa acoplada a espectrometría de masa (GC-MS) y cromatografía líquida acoplada 

a MS (LC-MS) con la búsqueda bibliográfica asistida por computadora, para identificar 

y cuantificar los metabolitos comúnmente encontrados en suero humano (197). Las 

tablas conteniendo la lista completa de los 4229 compuestos presentes en suero, su 

concentración, las referencias a literatura relacionada y enlaces a sus asociaciones 

conocidas con enfermedades se encuentran disponibles en 

http://www.serummetabolome.ca. En este estudio, se determinó mediante análisis por 

GC-MS que la concentración de los ácidos grasos insaturados palmitoleico (C16:1), 

oleico (C18:1) y linoleico (C18:2) es de 9,66±6,8 µM; de 122±56 µM; y de 83,8±38 µM 

en suero humano, respectivamente. Sin embargo, al determinar las concentraciones 

de los mismos mediante TLC/GC-FID se encontró que las mismas eran de 6,39±4,28 

µM; de 49,24±19,31 µM; y de 14,73±4,33 µM para los ácidos grasos C16:1, C18:1 y 

C18:2, respectivamente. Esta discrepancia es debida a que las muestras analizadas 
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provienen de individuos distintos, por lo que las variaciones observadas son 

atribuibles a la diferencia en la dieta, salud y estado nutricional de los individuos. 

Además, los ácidos grasos insaturados de cadena larga (LCUFA) pueden 

encontrarse en el contenido ruminal y en el intestino de mamíferos debido a la 

degradación de nutrientes que los contengan por parte de enzimas lipolíticas o por 

acción de los microorganismos que forman parte de la flora intestinal normal. En los 

seres humanos el ácido linoleico (cis-9,cis-12-18:2) es metabolizado a conjugados del 

ácido linoleico (CLA) (principalmente cis-9,trans-11-18:2), por acción de bacterias 

presentes en el tracto gastrointestinal (p.e. Bifidobacterium) (198–201). Éstos son 

luego convertidos a ácido vaccénico (VA) (trans-11-18:1) y luego a ácido esteárico 

(C18:0) (198). Los humanos también producimos ciertos isómeros de CLA a partir de 

isómeros trans de ácido oleico, como el ácido vaccénico, el cual es convertido a CLA en 

los tejidos por la delta-9-desaturasa (201, 202). 

Finalmente, los LCUFA se encuentran presentes en el tracto digestivo, 

formando parte de los componentes de la bilis. La bilis es una mezcla compleja que 

incluye colesterol, fosfolípidos, sales inorgánicas y ácidos grasos saturados e 

insaturados, y que es secretada al lumen intestinal desde la vesícula biliar. Existen 

escasos reportes respecto a la concentración de ácidos grasos en bilis humana. Un 

estudio realizado por Hori y cols., mediante el análisis de 11 muestras de bilis por 

HPLC, estableció que la concentración total de ácidos grasos libres fue de 

0,61±0,41 mM, y que existían diferencias notorias entre individuos. En estas 

muestras, el contenido porcentual de los LCUFA C16:1, C18:1 y C18:2 fue de 

2,58±1,95 %; de 15,20±5,18 %; y de 26,05±10,49 %, respectivamente (203). 

El rol de la bilis en la fisiología intestinal es el de emulsificar los lípidos y 

proteger al hospedador de las bacterias debido al efecto detergente de sus ácidos 

biliares anfipáticos. Sin embargo, las bacterias patógenas han evolucionado para 

sobrevivir en presencia de la bilis, y muchas se han adaptado para reconocerla como 

una señal indicativa de su ubicación dentro del hospedador y para poder responder 

mediante la inducción de factores de virulencia para facilitar su supervivencia (204).  
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8. c. Bilis, ácidos grasos y virulencia 

Cuando Salmonella ingresa al hospedador se expone a distintos tipos de estrés 

a los que debe responder para sobrevivir. En el intestino, los múltiples factores 

externos a los que está expuesta incluyen: la acción de la bilis secretada al duodeno 

desde la vesícula biliar sobre las membranas externa e interna, la disminución 

gradual de la concentración de oxígeno o la presencia de otros microorganismos 

componentes de la flora microbiana normal que depletan el intestino de nutrientes y 

liberan productos metabólicos secundarios como propionato o butirato (205). 

Salmonella Typhimurium puede adaptarse a crecer en extremadamente altas 

concentraciones de bilis mediante la exposición a dosis subletales, y este fenotipo es 

dependiente de la fase de crecimiento y de la concentración de bilis (206). 

En cuanto a los mecanismos de resistencia, en bacterias Gram(-) la membrana 

externa es una excelente barrera hidrofóbica frente a la bilis. Sin embargo, las formas 

no cargadas y lipofílicas de las sales biliares pueden ingresar a la célula directamente 

atravesando la membrana externa o a través de porinas como OmpF. Los ácidos 

biliares que logran ingresan a la células todavía pueden ser removidos por las 

bombas de eflujo antes de que exista un daño significativo (204). 

Se ha demostrado en Salmonella la importancia del LPS como una barrera de 

defensa primaria contra la acción antimicrobiana de la bilis (207). Además, se ha 

descripto en E. coli que los sistemas de eflujo AcrAB-TolC y EmrAB-TolC son 

necesarios para la resistencia de esta bacteria frente a solventes, detergentes, 

colorantes y sales biliares; y estos sistemas de eflujo también se han identificado en S. 

Typhimurium  y Vibrio cholerae, entre otros (204). Recientemente, se ha descubierto 

en E. coli que el transportador de resistencia a múltiples drogas MdtM participa en la 

resistencia a sales biliares mediante el transporte activo de estas especies fuera del 

citoplasma celular. Además, se ha demostrado que este transportador simple une 

colato y deoxicolato, y que actúa en forma sinérgica con el sistema tripartito AcrAB-

TolC para generar un efecto multiplicador en la resistencia (208). 

La bilis afecta la expresión de proteínas de Salmonella, muchas de las cuales 

son miembros del regulón phoPQ. Una mutante en este TCS que provoca la expresión 

constitutiva del regulón mostro elevada resistencia a bilis, mientras que una mutante 
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nula phoP es cinco veces menos resistente a este fluido. Sin embargo, esta resistencia 

no es debida al sensado de bilis por parte de PhoP/PhoQ (204). 

Se ha determinado que la bilis sirve como señal para suprimir la maquinaria 

de invasión de Salmonella. Se observó que la invasión a células epiteliales in vitro 

estaba disminuida en presencia de bilis, y que este efecto es debido a la supresión de 

la expresión de genes de la SPI-1 mientras Salmonella permanezca localizada en el 

lumen intestinal. Sin embargo, luego del pasaje a través de la capa mucosa y la llegada 

a la superficie de las células epiteliales, la concentración aparente de bilis decrece y la 

maquinaria de invasión es activada (209). 

Por otra parte, existen antecedentes que vinculan el metabolismo de los ácidos 

grasos con fenotipos de virulencia. Los genes involucrados en el ingreso y 

degradación de ácidos grasos serían importantes en varias etapas de la infección por 

S. Typhimurium y muchos de estos genes estarían inducidos in vivo. Por ejemplo, en 

un rastreo de genes inducidos in vivo, se aisló una fusión a fadL del intestino de un 

ratón infectado 24 horas después de la inoculación gástrica con S. Typhimurium 

(210). Además, se ha mostrado que una mutante incapaz de metabolizar ácidos 

grasos exhibe una virulencia reducida después de la inoculación oral en ratones 

(211). También, se ha observado inducción de la expresión del gen fadF, requerido 

para el metabolismo de ácidos grasos de cadena mediana y larga, en células 

epiteliales en cultivo (212). Más aún, se determinó que una mutante fadD disminuyó 

la expresión de hilA, el regulador transcripcional de la SPI-1 que modula la expresión 

de genes de invasión, de una manera independiente de FadR, de FliZ y de HilE (213, 

214).  

El trabajo de Lesley y cols. mostró que el sistema PhoP/PhoQ de E. coli puede 

reprimirse por acetato extracelular de manera PhoQ-dependiente, pero sin involucrar 

interacciones entre el acetato y el dominio periplásmico de PhoQ. En vez de esto, la 

represión ocurre a través de la perturbación del recambio de acetil-CoA intracelular. 

Se mostró que el acetil-CoA actuaría como un inhibidor no competitivo de la reacción 

de autoquinasa de PhoQ in vitro. Se planteó un modelo en el cual el acetato 

extracelular reprime la señalización modificando la concentración intracelular de 

acetil-CoA, el cual inhibe la autofosforilación de la histidin quinasa PhoQ (215).  
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Estos resultados sugieren que S. Typhimurium podría monitorear la variación 

de la disponibilidad de ácidos grasos o de sus efectos en el nivel nutricional, 

composición de membrana o niveles de intermediarios de la vía degradativa, en las 

distintas etapas de la infección. 

En conjunto, una combinación de múltiples mecanismos regulatorios asegura 

que la invasión este limitada a un sitio y tiempo específico durante la infección. 

Cuando Salmonella está presente en el lumen intestinal, varios factores ambientales 

como osmolaridad, pH, cationes, bilis y metabolitos de la flora bacteriana, 

coordinadamente con el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ, regulan la 

expresión de los genes esenciales para la invasión (141).  
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Objetivos generales: 

 

El presente trabajo de tesis se enmarca en un proyecto que tiene como objetivo 

la identificación y caracterización funcional de compuestos presentes en extractos 

vegetales naturales y modificados químicamente que presenten actividad 

moduladora sobre el sistema de transducción de señales PhoP/PhoQ. En este sentido, 

ha sido determinado que los ácidos grasos insaturados de cadena larga (LCUFAs) son 

inhibidores específicos de la actividad del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. 

 

Objetivos particulares: 

 

Para este trabajo de tesis, se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

 

- Identificar el blanco de acción específico de LCUFAs sobre el mecanismo de 

transducción de señales del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. 

 

- Analizar la relación entre el efecto inhibitorio observado y la vía de 

β-oxidación de ácidos grasos. 

 

- Estudiar el efecto de fluidos fisiológicos y de la combinación de ácidos grasos 

insaturados sobre la expresión de genes regulados por el sistema PhoP/PhoQ. 

 

- Analizar el perfil de expresión génica de cepas de Salmonella crecidas en 

presencia de LCUFAs mediante ensayos de microarreglos, para identificar posibles 

nuevos blancos de acción de estos compuestos. 
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M&M. 1. Cepas bacterianas y plásmidos 

Las cepas, plásmidos y oligonucleótidos empleados se detallan en las tablas 

M&M.1, M&M.2 y M&M.3, respectivamente.  

Los oligonucleótidos fueron sintetizados por Sigma, se disolvieron en agua 

destilada estéril hasta una concentración 1 μg/μl y se guardaron a -20ºC hasta su 

utilización. Para las reacciones de PCR se realizaron diluciones de los cebadores hasta 

una concentración de 5 μM.  

 

CEPA GENOTIPO REFERENCIA 

Salmonella typhimurium 

MS14028s Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 

PB9646 7065 pKD46 Stock de laboratorio 

MS7953s 14028s phoP::Tn10 (10) 

PB1209 14028s phoQ::Tn10 virK::MudJ Stock de laboratorio 

PB10357 14028s ΔfadD phoQ::Tn10 virK::MudJ Este trabajo 

PB2790 14028s virK::MudJ Stock de laboratorio 

PB3062 14028s tppB::MudJ Stock de laboratorio 

PB7983 14028s ΔfadAB virK::MudJ (216) 

PB8264 14028s ΔfadAB tppB::MudI (216) 

PB8099 14028s ΔfadD (216) 

PB8280 14028s ΔfadD virK::MudJ (216) 

PB8049 14028s ΔfadD tppB::MudI (216) 

PB8575 14028s ΔfadL (216) 

PB8601 14028s ΔfadL virK::MudJ (216) 

PB10453 14028s ΔfadL tppB::MudI (216) 

PB11045 14028s speB::3xFLAG Este trabajo 

PB11047 14028s astE::3xFLAG Este trabajo 

PB11051 14028s STM14_4905::3xFLAG Este trabajo 

PB11865 14028s ast::lacZ Este trabajo 

PB11867 14028s lsr::lacZ Este trabajo 

PB11871 14028s speB::lacZ Este trabajo 

PB11865 14028s phoP::Tn10 ast::lacZ Este trabajo 

PB11867 14028s phoP::Tn10 lsr::lacZ Este trabajo 

PB11871 14028s phoP::Tn10 speB::lacZ Este trabajo 

PB11850 14028s phoQ::Tn10 ΔmgrB Este trabajo 

PB11851 14028s phoQ::Tn10 ΔdsbA Este trabajo 

PB11764 14028s phoQ::Tn10 pagL::TnphoA Este trabajo 

PB11766 14028s phoQ::Tn10 pagP::TnphoA Este trabajo 
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PB11768 14028s ΔfadD phoQ::Tn10 pagL::TnphoA Este trabajo 

PB11770 14028s ΔfadD phoQ::Tn10 pagP::TnphoA Este trabajo 

Escherichia coli 

M15/pREP4 F-, Φ80ΔlacM15, thi, lac-, mtl-, recA+ , KmR (217) 

Tabla M&M.1. Cepas bacterianas 

 

PLASMIDO CARACTERISTICAS REFERENCIA 

pUHE21-2laqIq reppMB1 Ampr lacIq (125) 

pEnvZ reppMB1 Ampr lacIq envZ Stock de laboratorio 

pPhoQ  reppMB1 Ampr lacIq phoQ (218) 

pPhoQa reppMB1 Ampr lacIq phoQa Stock de laboratorio 

pPhoQb reppMB1 Ampr lacIq phoQb Stock de laboratorio 

pQE31::phoQ ColE1 Ampr phoQ Stock de laboratorio 

pQE31::ZhoQ ColE1 Ampr ZhoQ Stock de laboratorio 

pKD46 bla pBAD gam bet exo pSC101 oriTS (219) 

pJB20 bla FRT cat FRT lacZY+ PS1 PS2 oriR6K  (220) 

Tabla M&M.2. Plásmidos 

 

NOMBRE SECUENCIA (5’ → 3’) 

ast-P1 Fwd CATATAAATAACTTTATTTTTACCAAAAGAGGTCGCTgtgtaggctggagctgcttcg 

ast-P2 Rev CATCAGCGCGGCGATATCCGCATGTTCGACAGGACGAAcatatgaatatcctcctta 

ast-prom Fwd CAGAACGGGGCGGTAATTTC 

lsr-P1 Fwd CACGTTGCGTTTGGCGAACATGGTGCGTCGGAGGCAACgtgtaggctggagctgcttcg 

lsr-P2 Rev CAGCGCAATTTCCCAGCTATAGCGTCGCCATGGATTCAcatatgaatatcctcctta 

lsr-prom Fwd ACCACCGCGCGTTAAATATC 

speB-P1 Fwd GGGTTTTTTTATATTGACTAAGAAGAGGTTTTTGCCgtgtaggctggagctgcttcg 

speB-P2 Rev GTAGGCCGGATAAGCGCAGCGCCATCCGGCAAAACAACcatatgaatatcctcctta 

speB-prom Fwd CTGTGCTATTACTGGACGGC 

P1REV CGAAGCAGCTCCAGCCTACAC 

LacZREV ATCAAGCTTCGACGGCCAGTGAATC 

Tabla M&M.3. Oligonucleótidos 

 

M&M. 2. Medios de cultivo y antibióticos 

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento bacteriano fueron el 

medio Luria-Bertani (LB): peptona de carne 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 

g/l (Difco LB Broth); y el medio mínimo N: KCl 5 mM, (NH4)2SO4 7,5 mM, K2SO4 

0,5 mM, KH2PO4 1 mM, Tris-HCl 0,1 mM (pH 7,4), MgCl2 10 µM, glicerol 38 mM. 
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Para preparar medios sólidos se agregó agar en concentración final de 15 g/l. 

Para preparar medios semisólidos (soft agar) se agregó agar en concentración final de 

6 g/l. 

Los antibióticos empleados fueron: ampicilina (Amp) (100 µg/ml), 

cloramfenicol (Cm) (20 µg/ml), kanamicina (Km) (50 µg/ml), tetraciclina (Tc) (15 µg/ml), 

espectinomicina (Sp) (100 µg/ml) según corresponda en cada caso. 

 

M&M. 3. Reactivos 

El [γ-32P]ATP (3000 μCi/mmol) y el [1-14C]ácido linoleico (58,2 mCi/mmol) fueron 

obtenidos de PerkinElmer Life Sciences. Todos los ácidos grasos (99% pureza) fueron 

adquiridos en Sigma: ácidos palmítico (16:0), palmitoleico (16:1Δ9), esteárico (18:0), 

oleico (18:1Δ9), linoleico (18:2Δ6), y γ-linolénico (18:3Δ6). La pureza de los ácidos 

grasos insaturados fue chequeada mediante análisis por 1H RMN. Los espectros de 1H 

RMN fueron obtenidos en un equipo Bruker Avance II a 300 MHz en CDCl3 (7,26 

ppm), en presencia de TMS (0.00 ppm) como estándar interno. La ausencia de Mg2+ 

en los stocks de ácidos grasos fue verificada mediante espectrometría de absorción 

atómica. 

Los ácidos grasos saturados (palmítico y esteárico) fueron diluidos en tergitol 

10% a una concentración final de 50 mg/ml, mientras que los ácidos grasos insaturados 

(palmitoleico, oleico, linoleico, y linolenico) fueron diluidos en etanol absoluto a una 

concentración final de 100 mg/ml. La concentración micelar crítica (CMC) para las sales 

sódicas de los ácidos grasos oleico, esteárico, palmítico y linoleico ha sido calculada 

en el rango de 1,8-3,5 mM (221, 222). Aunque los valores exactos de CMC bajo 

nuestras condiciones experimentales no han sido determinados, a partir de estos 

datos orientativos las concentraciones utilizadas en nuestros ensayos se encuentran 

por debajo de las respectivas CMC (0,5 mg/ml corresponde a concentraciones ≤1,8 mM 

para los ácidos grasos utilizados). 

Las muestras de bilis fisiológica fresca fueron obtenidas a partir de ratas 

macho Wistar, cedidas gentilmente por el grupo de la Dra. Cristina Carnovale del 

Instituto de Fisiología Experimental (IFISE-CONICET), e inmediatamente alicuotadas 

y conservadas a 4, -20 y -80ºC. 
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M&M. 4. Preparación de ADN plasmídico 

El ADN plasmídico se preparó a partir de células de E. coli JM109 previamente 

transformadas. Las células fueron crecidas en 3 ml de medio LB, con el agregado del 

antibiótico adecuado, a 37ºC con agitación constante hasta la saturación del cultivo. 

Las células se recolectaron por centrifugación, y la GenEluteTM HP Plasmid Miniprep 

Kit (Sigma-Aldrich), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

 

M&M. 5. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La reacción de amplificación de ADN se llevó a cabo en un volumen total de 50 

µl conteniendo: solución de amplificación comercial suplementada con MgCl2 2,5 mM, 

cada uno de los desoxinucleótidos trifosfato 0,8 mM (dATP, dGTP, dCTP y dTTP, 

Invitrogen), 1 µg de ADN molde (cantidad variable), 5 pmol de oligonucelótido 

directo y reverso, y 1,25 U de Taq Polimerasa (Invitrogen). Para la amplificación se 

siguió un protocolo básico consistente en una desnaturalización inicial a 94ºC de 3 

min, luego 35 ciclos formados por 30 segundos de desnaturalización a 94ºC, un 

anillado de 30 segundos entre 50-60ºC (según las características de los 

oligonucleótidos), y una elongación a 72ºC, cuyo tiempo dependió de la longitud del 

fragmento a amplificar (1 min por cada 1 kpb). Se utilizó un termociclador Eppendorf 

Mastercycler Gradient. Los oligonucleótidos se describen en la Tabla M&M.3. Los 

productos de amplificación fueron analizados mediante electroforesis en geles de 

agarosa como se indica en la sección M&M.7. 

 

M&M. 6. Reacción en cadena de la polimerasa a partir de colonias (Colony-PCR) 

La reacción se llevo a cabo en un volumen final de 20 µl conteniendo: solución 

de amplificación comercial suplementada con MgCl2 2,5 mM, cada uno de los 

desoxinucleótidos trifosfato 0,8 mM (dATP, dGTP, dCTP y dTTP, Invitrogen), 5 pmol 

de oligonucelótido directo y reverso, 1,25 U de Taq Polimerasa (Invitrogen) y una 

colonia bacteriana disuelta en esta mezcla de reacción. Se utilizó un termociclador 

Eppendorf Mastercycler Gradient. Los oligonucleótidos se describen en la Tabla 

M&M.3. Esta técnica se utilizó para la búsqueda de la presencia de distintos 

fragmentos de interés en las cepas transformadas. Los productos de amplificación 

fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa como se indica en la 

sección M&M.7. 
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M&M. 7. Electroforesis de ADN en geles de agarosa 

El ADN plasmídico y los productos obtenidos en las PCR fueron separados por 

electroforesis en geles de agarosa de distinta concentración según el tamaño 

esperado del fragmento a analizar. Se utilizó el sistema de tipo submarino (223). La 

solución reguladora TBE 0,5x (45 mM Tris base, 45 mM ácido bórico y 1 mM EDTA) 

se utilizó como solución de electroforesis y para la preparación de los geles. Para la 

visualización de los fragmentos a estos últimos se les agregó el agente intercalante 

bromuro de etidio en una concentración de 0,3 µg/ml antes de su gelificación. Previo 

a la siembra, las muestras se mezclaron con solución de siembra compuesta por 0,025 

% (p/v) azul de bromofenol, 0,025 % (p/v) xilencianol y 30 % (v/v) glicerol, en una 

proporción 5:1 en volumen de muestra:solución de siembra. La corrida 

electroforética se realizó a una intensidad de corriente constante de 50 mA y, una vez 

finalizada, los fragmentos de ADN se detectaron mediante un transiluminador de luz 

UV (Electronic UV Transilluminator Ultra·Lum, Inc.), estimando el tamaño de los 

fragmentos analizados con los marcadores de peso molecular 1 Kb DNA Ladder o 100 

bp DNA Ladder (Invitrogen) según corresponda. 

Para registrar las imágenes de los geles se utilizó una equipo capturador de 

imágenes Molecular Imager® ChemiDocTM XRS+ Imaging System (Bio-Rad). 

 

M&M. 8. Transformación bacteriana con ADN plasmídico 

8. a. Preparación de células competentes 

Para la preparación de células competentes de S. Typhimurium 14028s, las 

mismas se crecieron en medio LB con agitación constante a 37ºC hasta saturación del 

cultivo. Se diluyeron 2 ml de este cultivo en 200 ml de LB fresco y se crecieron en un 

erlenmeyer de 500 ml con agitación constante a 37ºC hasta una DO a 630 nm (DO630) 

de 0,6-0,7. El cultivo se enfrió en hielo durante 10 min y se centrifugó 5 min a 7000 

rpm a 4ºC. El sedimento celular obtenido se lavó tres veces con 40 ml de glicerol 

estéril 10% (p/v). Finalmente, se resuspendió en 400 μl de glicerol estéril 10% (p/v) 

y se alicuotó en tubos estériles, que se almacenaron a -80ºC hasta el momento de su 

uso. 

Para la preparación de células competentes de Salmonella 7065/pKD46, las 

mismas se crecieron en medio LB suplementado con Amp en agitación constante a 

30ºC hasta saturación del cultivo. Se diluyo 1 ml de este cultivo en 100 ml de LB 
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suplementado con Amp y se creció en un erlenmeyer de 300 ml con agitación 

constante a 30ºC por 1 h más. Se indujo la expresión del sistema de recombinación λ 

Red a partir del plásmido pKD46 mediante el agregado de arabinosa hasta una 

concentración final de 20 mM. Se creció en las mismas condiciones hasta una DO630 de 

0,6. El cultivo se enfrió en hielo durante 10 min y se centrifugó 5 min a 7000 rpm a 

4ºC. El sedimento celular obtenido se lavó tres veces con 40 ml de glicerol estéril 10% 

(p/v). Finalmente, se resuspendió en 200 μl de glicerol estéril 10% (p/v) y se alicuotó 

en tubos estériles, que se almacenaron a -80ºC hasta el momento de su uso. 

 

8. b. Transformación y selección 

Para transfromar las células competentes se colocaron 40 µl de la suspensión 

de las mismas en una celda de electroporación de 0,2 cm de espacio entre electrodos 

(Bio-Rad), se agregaron 1-3 µl del plásmido o 10 µl del producto de PCR, y se 

electroporó utilizando un voltaje de 2,5 kV con un electroporador Bio-Rad. Luego se 

agregó 1 ml de medio LB, y se incubó 1 h con agitación constante a 37ºC (para el caso 

de las cepas de S. Typhimurium 14028s) o a 30ºC (para el caso de las cepas de S. 

Typhimurium 7065). Para el caso de éstas últimas, luego de transcurrida la hora de 

incubación a 30ºC, las mismas fueron colocadas en agitación constante durante 3 hs 

mas a 37ºC. Las células fueron concentradas por centrifugación y sembradas en su 

totalidad usando espátula de Drigalsky en placas de Petri conteniendo LB-agar 

suplementado con el antibiótico adecuado para seleccionar las células 

transformantes, y se incubaron a 37ºC durante una noche. 

 

M&M. 9. Transducción mediante el bacteriófago P22.  

Las mutantes en los diferentes genes de Salmonella, fueron movilizadas 

mediante transducción generalizada con fago P22. 

 

9. a. Obtención de lisados de la cepa dadora 

Para realizar el lisado de la cepa dadora, se tomaron 100 μl de un cultivo en LB 

saturado de la cepa dadora y se lo incubó con 100 μl de una dilución 10-4 de la 

suspensión de fagos P22 HT crecidos en la cepa 14028s. Luego se agregaron 3 ml de 

medio LB semisólido fundido a 42ºC, se agitó vigorosamente y se distribuyó la mezcla 
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sobre placas de Petri con medio de cultivo LB sólido. Las placas fueron incubadas 5-7 

horas a 37ºC hasta observar placas de lisis de aproximadamente 1 mm de diámetro. 

Para recolectar el lisado se agregó a la placa 5 ml de medio LB líquido y, con 

ayuda de una espátula de Drigalski, se recogió la mezcla de LB semisólido, bacterias y 

fagos. A esta mezcla se la trató con 200 μl de cloroformo para completar la lisis 

celular y se la centrifugó 10 min a 7000 rpm. El sobrenadante obtenido, conteniendo 

la suspensión de fagos, se conservó con cloroformo a 4ºC hasta el momento de su uso. 

 

9. b. Transducción generalizada 

Una alícuota de 100 μl de un cultivo saturado de la cepa receptora se incubó 

durante 1 h a 37ºC sin agitación con 50-100 μl de un lisado de fago P22 proveniente 

de la cepa dadora (224). Se utilizaron como controles mezclas en las cuales se 

reemplazaron bacterias o fagos por LB estéril, según corresponda. La selección de 

transductantes se realizó sembrando el volumen de reacción de transducción en 

placas de Petri con medio LB sólido, suplementado con el antibiótico correspondiente 

para su selección y EGTA 1,7 mM. 

 

M&M. 10. Construcción de fusiones transcripcionales a lacZ 

Para la construcción de las cepas 14028s ast::lacZ, lsr::lacZ y speB::lacZY se 

siguió la metodología descripta por Beaber y cols. (220). El protocolo consiste en 

utilizar la técnica para introducir mutaciones en el genoma de la bacteria descripta 

por Datsenko y cols. (219). Este método se basa en la recombinación homóloga 

catalizada por proteínas del fago λ Red, luego de la transformación de las células con 

ADN lineal. 

El fragmento de ADN lineal se obtuvo mediante la amplificación por PCR de un 

casete de resistencia a cloramfenicol (CmR), flanqueado por los dos sitios de 

reconocimiento de la recombinasa específica FLP (FRT), ubicado corriente abajo de la 

secuencia codificante (sin promotor) para el gen de la enzima β-galactosidasa (lacZ). 

Los oligonucleótidos utilizados para esta amplificación son diseñados con extremos 5’ 

homólogos a las regiones flanqueando la zona donde se desea insertar la fusión 

transcripcional (H1 y H2) y extremos 3’ que hibridan en el plásmido molde pJB20 (P1 

y P2) (Figura M&M.1). Los pares de oligonucleótidos utilizados para generar los 
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fragmentos de ADN lineal por PCR fueron: ast-P1 Fwd / ast-P2 Rev, lsr-P1 Fwd / lsr-

P2 Rev, y speB-P1 Fwd / speB-P2 Rev. 

 

 

 

Con estos fragmentos se transformaron células de Salmonella 7065/pKD46 

electrocompetentes. El plásmido pKD46 es termosensible, y presenta los genes gam, 

bet y exo del fago λ bajo el control de un promotor inducible por arabinosa, cuyos 

productos génicos evitan la degradación del ADN lineal por la nucleasa RecBCD de la 

bacteria y facilitan la recombinación de este con el cromosoma. 

La electroporación se realizó con 10 μl de producto de PCR concentrado (20x) 

y desalado. Previo a la selección, se incubó 1 hora a 30ºC y luego 3 horas a 37ºC con 

agitación en LB. La presencia de la mutación deseada en los transformantes fue 

confirmada por PCR a partir de colonia. Finalmente, la mutación obtenida fue 

transferida a la cepa salvaje 14028s mediante transducción con el bacteriófago P22 

(224). Para la preparación de lisados de las cepas de Salmonella 7065 se agregó al LB 

agar semisólido, 0,2% glucosa y 0,1% galactosa y se siguió el protocolo descripto en la 

sección M&M.9.a. 

 

M&M. 11. Medida de actividad -galactosidasa 

Para la medida de actividad -galactosidasa de cepas portadoras de distintas 

fusiones transcripcionales al gen lacZ, se utilizó una modificación del protocolo 

propuesto por Miller (225). 

En los ensayos en tubo, las células a ser analizadas fueron crecidas en 1 ml de 

LB suplementado con los antibióticos correspondientes, y con o sin el agregado de 

10 mM MgCl2 y/o de los ácidos grasos puros comerciales y/o de bilis fisiológica, a las 

concentraciones indicadas. Para el caso de las cepas portando plásmidos, se agregó 

FIGURA M&M.1: Esquema de un fragmento del plásmido pJB20. Se indican las regiones codificantes para el gen de la 
β-galactosidasa (lacZ), para la resistencia a cloranfenicol (cat), los sitios de recombinación de la recombinasa flp (FRT), y 
los oligonucleótidos utilizados para amplificar el fragmento de ADN lineal. P1 y P2 indican las regiones de los 
oligonucleótidos con homología con el plásmido, mientras que H1 y H2 se refiere a las regiones homólogas flanqueando la 
zona donde se desea insertar la construcción en el genoma de la bacteria. 
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IPTG a una concentración final de 0,7 mM. Las células fueron incubadas a 37ºC con 

agitación constante hasta fase estacionaria. A una alícuota de 200 µl de estos cultivos 

se le midió la densidad celular por determinación de DO630 previo a la medición de la 

actividad, en el lector de microplacas Biotek ELx808. Cuando las medidas fueron 

realizadas en otras fases de crecimiento, por ejemplo MEP (fase exponencial media) o 

ESP (fase estacionaria temprana), el cultivo en estado estacionario fue utilizado para 

realizar un inóculo 1/100 en medio de crecimiento LB, y estas células fueron incubadas 

el tiempo requerido en agitación a 37ºC. 

Para la determinación de la actividad se utilizaron 30 µl de cultivo proveniente 

de tubo, el cual fue agregado a un medio de reacción que contenía 275 µl de solución 

reguladora Z (Na2HPO4.7H2O 16,1 g/l; NaH2PO4.H2O 5,5 g/l; KCl 0,75 g/l; MgSO4.7H2O 

0,246 g/l; -mercaptoetanol 0,27% (v/v)), 25 l de cloroformo y 14 µl de SDS 0,1%. La 

reacción se llevó a cabo en un baño de H2O a 30ºC, y se inició por el agregado de 60 µl 

del reactivo ONPG 4 mg/ml a cada tubo, con posterior agitación vigorosa. La reacción 

colorimétrica se detuvo por el agregado de 150 µl de  Na2CO3 1M al observarse el 

desarrollo de color amarillo. Se registró el tiempo de reacción y se determinó la DO405, 

utilizando un lector de microplacas Biotek ELx808. Cada reacción se procesó por 

duplicado y como blanco de reacción se utilizó un tubo con 30 µl de medio LB en 

lugar de cultivo. La actividad enzimática se calculó según la siguiente fórmula: 

 

Actividad (Unidades Miller) = (DO 405-1 + DO 405-2) / (2 x DO 630 x Δt) x 10000 

 

Donde DO405-1 y DO405-2 son cada una de las medidas de absorbancia a 405 nm 

de una muestra, obtenidas al analizarla por duplicado, Δt es el tiempo de reacción en 

min, y DO630 la medida de absorbancia a 630 nm del cultivo líquido. 

 

M&M. 12. Curvas de crecimiento bacteriano 

Cultivos en fase estacionaria de cepas de S. Typhimurium salvaje, fadL, fadD, o 

phoPQ fueron diluidos 1/100 en una microplaca estéril de 96 pocillos (Greiner Bio-one) 

con medio LB fresco solo o con el agregado de los ácidos grasos comerciales, y la 

densidad óptica a 600 nm fue medida cada 60 min en un lector de microplacas BioTek 

Synergy 2 multimode. Las muestras fueron procesadas por duplicado, y los 

respectivos controles fueron realizados en cada microplaca. 
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M&M. 13. Fraccionamiento celular 

13. a. Fraccionamiento para el análisis de la expresión de proteínas 

Para el análisis de la expresión de proteínas, las cepas 14028s y 14028s phoP 

conteniendo las fusiones cromosomales astE::3xFLAG, speB::3xFLAG y 

STM14_4905::3xFLAG se crecieron en 2 ml de medio LB, con agitación a 37ºC, hasta 

fase estacionaria. Al día siguiente, las células se recolectaron por centrifugación y se 

resuspendieron en 200 µl de Tris-HCl 10 mM pH 8,0. Las bacterias fueron sonicadas y 

los lisados celulares fueron centrifugados 5 min a 6500 rpm para remover las células 

enteras. Los sobrenadantes se recuperaron y se conservaron a -20ºC hasta su uso. 

Todos los procedimientos se realizaron a 4ºC. 

Las muestras para la separación electroforética se prepararon por agregado de 

buffer de muestra 5X, y se ajustaron los volúmenes sembrados en el PAGE-SDS de 

modo de estandarizar las DO de los cultivos de partida. Luego, la detección del tag 

3xFLAG se realizó por Western blot con anticuerpos policlonales anti-FLAG o anti-

MBP como se describe en las secciones M&M.16 y 17. 

 

13. b. Preparación de membranas citoplasmáticas 

Las cepas de S. typhimurium conteniendo los vectores pUHE21-2::phoQ, 

pUHE21-2::envZ, pUHE21-2::phoQa, pQE31::phoQ y pQE31::ZhoQ fueron utilizadas 

para la obtención de membranas enriquecidas en PhoQ (o sus variantes truncadas) o 

EnvZ. Además, la cepa portando el vector pUHE21-2::phoQb fue utilizada para obtener 

fracciones solubles conteniendo la proteína respectiva, llevando a cabo una versión 

acotada del mismo protocolo, que se describe a continuación. 

Un cultivo saturado de las distintas cepas fue diluido 1/100 en 30 ml de medio 

LB fresco conteniendo 100 ug/ml de ampicilina y el ácido graso comercial 

correspondiente en la concentración indicada en cada experimento. Estas fueron 

incubadas a 37ºC con agitación constante hasta una DO630 0,5. Luego se agregó IPTG 

0,7 mM y se incubó 3 hs adicionales a 37ºC con agitación constante. Las bacterias 

recolectadas fueron lavadas una vez con Tris-HCl 10 mM (pH 8,0) y resuspendidas en 

una solución conteniendo Tris-HCl 20 mM (pH 8,0), sacarosa20% (p/v), EDTA 5 mM y 

lisozima 150 µg/ml (Sigma). Esta suspensión se incubó 40 min a 4ºC, se agregó 20 mM 

MgCl2 y las células fueron centrifugadas por 20 min a 10000 rpm. El sedimento fue 
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resuspendido en Tris-HCl 10 mM y sonicado 3 veces con pulsos de 7 seg durante 35 

seg. Los lisados celulares fueron centrifugados 5 min a 6500 rpm para remover las 

células enteras. Los sobrenadantes se centrifugaron 40 min a 15000 rpm, resultando 

en una fracción sobrenadante conteniendo proteínas citoplasmáticas (por ejemplo la 

versión truncada PhoQb) y una de pellet correspondiente a la fracción de membranas. 

Las membranas fueron lavadas con Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), luego con KCl 2 M y 

resuspendidas en Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), EDTA 5 mM. Finalmente, las membranas 

fueron lavadas con Tris-HCl 10 mM (pH 8,0) y resuspendidas a concentración final de 

400 mg/ml en una solución con Tris-HCl 25 mM (pH 8,0) y KCl 50 mM. Todos los 

procedimientos fueron llevados a cabo a 4ºC. 

La concentración de proteína se determinó por el método del ácido 

bicinconínico (BioRad), usando albumina sérica bovina como estándar como se 

describe en la sección M&M.15.  

La detección de las proteínas se determinó utilizando 5 µg de PhoQ (o sus 

variantes) o 20 µg de EnvZ de cada fracción en una electroforesis en gel 

desnaturalizante de poliacrilamida y un posterior análisis por Western blot con 

anticuerpos policlonales anti-PhoQ o anti-EnvZ como se describe en las secciones 

M&M.16 y 17. 

 

M&M. 14. Purificación de proteínas recombinantes 

Para la obtención de proteína recombinante, se trabajó con una cepa de 

Escherichia coli que sobreexpresa la proteína PhoQ de S. Typhimurium unida a un tag 

de histidinas, a modo de facilitar su posterior purificación de otras proteínas 

presentes en el extracto celular. 

Brevemente, un cultivo saturado de la cepa correspondiente fue diluido 1/100 

en 30 ml de medio LB fresco conteniendo 100 ug/ml de ampicilina y ácido linoleico a 

concentración final 0,5 mg/mL o etanol en igual proporción (el solubilizante de este 

ácido graso). Las mismas fueron incubadas a 37ºC con agitación constante hasta una 

DO630 0,5, y la inducción de la proteína recombinante fue realizada por agregado de 

IPTG a concentración final 0,7 mM. Luego de 3 horas de inducción a 37ºC en agitación, 

se llevó a cabo la preparación de membrana interna por técnicas de fraccionamiento 

celular (sección M&M.13.b). 
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Para la recuperación de la proteína sensora PhoQ o sus variantes en forma 

soluble, se realizó la solubilización de las preparaciones de membrana interna 

mediante el tratamiento con detergentes. El tratamiento consistió en resuspender las 

preparaciones de membrana interna en buffer Tris 25 mM, NaCl 250 mM, Triton 1% 

(v/v) y dejar incubando durante 60’ en hielo. Luego de transcurrido el tiempo, la 

fracción soluble (S1) e insoluble se separaron por centrifugación durante 40’ a 15000 

rpm, y la fracción insoluble fue resuspendida nuevamente en el mismo volumen de 

buffer (P1) e incubada en hielo durante otros 60’, tiempo luego del cual se vuelve a 

centrifugar para recuperar una segunda fracción soluble (S2) y un pellet que es 

nuevamente resuspendido en el mismo volumen (P2). El control del tratamiento de 

solubilización se realiza mediante separación electroforética de cada una de las 

fracciones y posterior Western-blot utilizando los anticuerpos específicos contra 

PhoQ (secciones M&M.16 y 17). En base al resultado del análisis por Western-blot se 

decide si continuar trabajando con las fracciones solubles S1 y S2 por separado o 

juntarlas. 

Para comenzar con el proceso de purificación se diluyó la fracción a utilizar 

con el mismo volumen de buffer Tris 25 mM NaCl 250 mM pero sin presencia de 

Triton (de manera de obtener una concentración final de detergente de 0,5% v/v), y 

esta muestra se utilizó para el subsiguiente paso de purificación. Luego de diversas 

pruebas para optimizar la purificación de la proteína sensora, finalmente se logró 

establecer un protocolo por el cual las mismas se obtuvieron con un grado de pureza 

que permitiera su escisión de los geles de poliacrilamida para la realización de 

estudios de espectrometría de masa (LC-MS). El protocolo consiste en la utilización de 

500 ul de resina Ni-NTA agarosa (Qiagen), colocados en el cuerpo de una jeringa sin 

émbolo con la boquilla orientada hacia abajo, de manera de lograr un flujo de líquido 

con presión atmosférica. El buffer de base utilizado para la purificación es Tris 25 

mM, NaCl 250 mM, Triton 0,5% (v/v), referido a partir de ahora como TNT. 

En primer lugar, la resina fue equilibrada pasando 20 volúmenes del buffer de 

purificación. Luego, la muestra se hizo circular a través de la resina durante 7 a 10 

ciclos, de manera de asegurar la unión de la mayor cantidad posible de proteína 

recombinante. El volumen obtenido luego de estos pasajes fue rotulado y guardado 

(flowtrough, FT). A continuación, la resina fue lavada con 10 volúmenes del buffer 

TNT, y las fracciones recolectadas (L1, L2, L3). Posteriormente, se procedió a la 

elusión de la proteína recombinante con un gradiente continuo de imidazol, desde 0 a 
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500 mM en buffer TNT, utilizando un dispositivo generador de gradiente. Se 

colectaron 20 fracciones de 500 ul aproximadamente (E1 a E20), lo que corresponde 

a un cambio de gradiente de 25 mM imidazol entre cada fracción. Por último, para 

asegurar la liberación de todas las proteínas presentes en la resina, se pasaron 5 ml 

de buffer TNT Imidazol 500 mM y se recolectaron (fracción E21). 

Una porción de las fracciones obtenidas es separada mediante electroforesis 

en gel desnaturalizante de poliacrilamida 12%, para su posterior revelado mediante 

tinción con Coomasie o por Western-blot con anticuerpos policlonales anti-PhoQ, 

como se describe en las secciones M&M.16 y 17. 

 

M&M. 15. Determinación de la concentración de proteínas 

La concentración de proteínas se determinó por el método del ácido 

bicinconínico (Sigma) según especificación del fabricante. Brevemente, se agregaron 

200 µl de reactivo conteniendo CuSO4 y solución de ácido bicinconínico en una 

proporción 1:50 en volumen, a 50 µl de muestra, y se incubó a 37ºC. A los 10 min se 

midió la DO562nm en un lector de microplacas Biotek ELx808. Como testigo se utilizó 

albúmina sérica bovina (BSA), realizándose una curva estándar la que se utilizó para 

determinar la concentración de cada muestra. 

 

M&M. 16. Electroforesis de proteínas en condiciones desnaturalizantes y 

reductoras (PAGE-SDS) 

Los extractos proteicos se analizaron mediante electroforesis en geles 

desnaturalizantes de poliacrilamida (226) Antes de la siembra, las muestras se 

calentaron 7 minutos a 100ºC en solución de muestra conteniendo Tris-HCl 120 mM 

(pH 6,8), -mercaptoetanol 0,5% (v/v), glicerol 2% (v/v), SDS 2% (p/v) y azul de 

bromofenol 0,0012% (p/v). Las corridas electroforéticas se realizaron en una solución 

reguladora Tris base 25 mM, glicina 192 mM (pH 8,3) y SDS 0,1% (p/v), a una 

intensidad de corriente constante de 25 mA. La concentración de poliacrilamida 

utilizada en los geles de separación fue de 12-15% (p/v). Luego de la corrida, las 

proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se inmunodetectaron, 

como se detalla en la sección M&M.17, o se tiñeron en una solución de azul brillante 

de Coomassie R250 0,25% (p/v), isopropanol 30% (v/v) y ácido acético 10% (v/v) 
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durante 2 horas, y se destiñeron en una solución de etanol 25% (v/v) y  ácido acético 

10% (v/v) durante 1 h. 

 

M&M. 17. Transferencia e inmunodetección de proteínas en membrana de 

nitrocelulosa (“Western blot”) 

Las proteínas separadas electroforéticamente en geles de poliacrilamida 

fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciences) en 

una cuba de transferencia semi-seca (Trans-blot SD, Bio-Rad). La transferencia se 

llevó a cabo con una solución conteniendo Tris 25 mM, glicina 192 mM (pH 8,3) y 

metanol 10% (v/v); durante 30 minutos con una intensidad constante de 300 mA. Una 

vez terminada la transferencia la membrana fue bloqueada con una solución TBS 

(Tris-HCl 20 mM, NaCl 137 mM (pH 7,6)), conteniendo 5% (p/v) de leche en polvo 

descremada durante 60 minutos con agitación. Luego se incubó la membrana durante 

1 h en agitación con los anticuerpos primarios respectivos, todos ellos disueltos en 

TBS: anticuerpos policlonales de conejo anti-PhoQcit o anti-EnvZcit (contra las 

porciones citoplásmicas respectivas de cada proteína, obtenidos previamente en 

nuestro laboratorio) en una dilución 1/100; anticuerpos anti-FLAG diluidos 1/300; o 

anticuerpos anti-His en una dilución 1/2000. Una vez finalizada la incubación, se 

realizaron 3 lavados con TBS. Posteriormente, la membrana se incubó durante 1 h en 

agitación con: proteína A conjugada con la enzima fosfatasa alcalina (Sigma) disuelta 

1/2000 en TBS, para el caso de la incubación con anti-PhoQcit, anti-EnvZcit o anti-His; o 

con anticuerpos ECLTM anti-mouse IgG conjugados con la enzima peroxidasa del 

rábano picante (HRP, GE Healthcare) disuelto 1/2000 en TBS, para el caso de la 

incubación con anti-FLAG. A continuación, se realizaron 3 lavados con TBS. 

Finalmente, se procedió al revelado de las muestras. Para ello, en el caso de haber 

utilizado anticuerpos conjugados a fosfatasa alcalina, se colocó la membrana en una 

solución Tris-HCl 100 mM pH 9,0 y MgCl2 0,5 mM a la cual se le agregó BCIP 

(5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, Sigma) 0,15 mg/ml y NBT (nitro blue 

tetrazolium, Sigma) 0,3 mg/ml disuelto en 70% N-N-dimetilformamida, y se incubó en 

la oscuridad a temperatura ambiente hasta desarrollo de color. En cambio, si como 

anticuerpos secundario fueron utilizados aquellos conjugados a HRP, el revelado se 

realizó mediante el kit de quimioluminiscencia Pierce® ECL Western Blotting 

Substrate (ThermoScientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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M&M. 18. Reacción de autoquinasa de PhoQ o EnvZ 

La reacción de autofosforilación se llevó a cabo incubando membranas (50 µg 

de proteína total) conteniendo la proteína PhoQ o EnvZ en un volumen final de 30 µl 

de una solución TK (Tris-HCl 25 mM (pH 8), KCl 50 mM), conteniendo MgCl2 1 mM, 50 

M ATP no marcado y 0,16 μCi/μl [32PATP. En los casos indicados, se agregó la 

concentración requerida de ácido linoleico en el medio de reacción.  Las reacciones se 

comenzaron con el agregado de la fracción de membranas, se incubaron 10 min a 

37ºC, y se cortaron con el agregado de 6 l de solución de siembra 5X  (Tris-HCl 600 

mM (pH 6,8), -mercaptoetanol 2,5%, glicerol 10%, SDS 10%, azul de bromofenol 

0,006%). 

La cantidad de PhoQ o EnvZ marcada radioactivamente incrementó 

proporcionalmente a la cantidad de proteína de membrana en el rango de 0,16 a 2,6 

μg/μl, indicando que PhoQ o EnvZ no se encuentran en exceso a 1,67 μg/μl, la 

concentración de membranas utilizadas en el ensayo de autofosforilación. 

Las muestras fueron calentadas 3 min a 65ºC. Una alícuota de las muestras se 

analizó mediante geles de poliacrilamida desnaturalizantes (12% acrilamida), luego 

transferidos a membranas de nitrocelulosa y finalmente sujetas a inmunodetección 

por Western-blot o análisis autoradiográfico por exposición a una película de rayos X 

(Kodak) en un cartucho de exposición con pantalla intensificadora.  

Las membranas autoradiográficas y de Western-blot fueron analizadas 

densitométricamente usando el software ImageJ (227) para realizar determinaciones 

cuantitativas. 

 

M&M. 19. Análisis de lípidos mediante cromatografía en capa delgada (TLC) 

Cultivos en fase estacionaria de las cepas de S. Typhimurium salvaje, fadL, y 

fadD fueron diluídos 1/100 en medio LB fresco conteniendo ácido linoleico comercial a 

una concentración final de 0,5 mg/ml y 0.075 μCi/ml de [1-14C]ácido linoleico. Las células 

fueron crecidas a 37ºC durante 5 h en agitación. Luego, las mismas fueron 

recolectadas por centrifugación a 3000 X g por 10 min, lavadas tres veces con PBS 

(pH 7,4), y resuspendidas en 200 μl del mismo buffer. Los lípidos fueron extraídos 

por el método de Bligh and Dyer (228) durante un fin de semana, y sembrados sobre 

una placa de TLC silica gel 60 F254 (Merck). Los lípidos fueron separados usando un 
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sistema de solventes consistiendo en dietil éter/éter de petróleo/ácido acético 

(70:30:2, v/v/v), que permite la separación de los ácidos grasos libres (que migran 

con el frente de corrida) de los ácidos grasos esterificados (que quedan retenidos en 

el punto de siembre). Las placas de TLC fueron expuestas durante toda la noche a una 

pantalla Storage Phospho Screener, y la señal fue detectada y analizada utilizando el 

sistema Amersham Biosciences Storm Imaging System equipado con Storm Scanner 

Control. Los lípidos totales fueron revelados con CuSO4 10% en H3PO4 8%. La 

densitometría fue calculada para los puntos mayoritarios observados en la TLC. 

 

M&M. 20. Ensayos de transcriptómica con “microarrays” 

20. a. Extracción de ARN 

Se inocularon con 3 colonias diferentes (réplica biológica), tanto para la cepa 

salvaje como para phoP, 3 tubos con 1 ml medio de crecimiento LB. Los cultivos se 

crecieron toda la noche en agitación a 37ºC y, al día siguiente, cada uno fue utilizado 

para inocular a dilución final 1/100 dos tubos de medio LB con agregado de ácido 

linoleico (concentración final 0,5 mg/ml) o etanol en igual proporción. Luego de que los 

mismos llegaron a fase estacionaria por crecimiento a 37ºC en agitación, se realizó un 

pool de los 3 cultivos de la misma cepa en la misma condición, y se obtuvo el ARN 

siguiendo un protocolo estándar de extracción con Trizol. 

El protocolo de extracción comienza con la preparación de tubos eppenderf 

conteniendo un volumen (200 l) de la solución stop 5X (95% etanol, 5% fenol) en 

hielo. Inmediatamente luego de hacer el pool de los 3 cultivos de la misma cepa en la 

misma condición, se agregaron 4 volumenes (800 l) de cada pool a los tubos 

eppendorf conteniendo la solución stop, se mezclaron por inversión y se incubaron en 

hielo durante 30 min. Transcurrido el tiempo, se colectaron las células por 

centrifugación a 14000 rpm durante 10 min. Los sobrenadantes fueron descartados y 

el pellet celular fue resuspendido en 100 l de buffer TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0, 

EDTA 1 mM) conteniendo lisozima 1 mg/ml e incubado durante 5 min. Luego, a 50 l 

de esta solución se le adicionó 1 ml de TRIzol, se incubó nuevamente 5 min, se 

agregaron 200 l de cloroformo, y después de incubar 2-3 min las muestras se 

centrifugaron durante 15 min a 14000 rpm. La fase acuosa superior fue trasvasada a 

otro tubo y se repitió 3 veces más la extracción con cloroformo, conservando siempre 

la fase acuosa. Posteriormente, se agregaron 500 l de isopropanol, se incubó entre 
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10-120 min y se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 10 min. Por último, 

se agregó 1 ml de etanol 75% y se centrifugó a 14000 rpm durante 5 min. Se descartó 

el volumen por inversión y se repitió el agregado de etanol nuevamente. Las muestras 

se dejaron secar al aire para eliminar cualquier posible residuo de etanol. Todas las 

incubaciones se realizaron a temperatura ambiente mientras que los pasos de 

centrifugación se realizaron a 4ºC. Finalmente se resuspendieron las muestras en 30 

l de agua libre de RNasa. 

Como control, se determina la concentración y la calidad de las muestras 

mediante espectrofotometría (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer) 

midiendo absorbancia a 230 nm (para detectar compuestos orgánicos, p.e. fenol, y 

azúcares), a 260 nm (para ácidos nucleicos) y a 280 nm (para triptófano y 

aminoácidos aromáticos). Se calcularon las relaciones A260/A230 y A260/A280, que en 

todos los casos fueron mayores a 1,8. 

 

20. b. Tratamiento con DNasa I y purificación de ARN 

Se realizó un tratamiento con TURBO DNA-free™ DNase Treatment (Ambion) 

para eliminar los posibles restos de ADN genómico de la muestra. Posteriormente, las 

mismas se pasan por un kit para copurificar miRNA y RNA total de cultivos de células, 

tejidos blandos o tejidos vegetales (RNeasy Mini Kit. Qiagen), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Finalmente, se repitió la determinación de concentración 

y calidad de la muestra, y se verificó el estado del ARN por electroforesis en geles de 

agarosa al 1,5%, observándose ausencia de ADN genómico (de alto peso molecular) y 

presencia de small RNAs (de bajo peso molecular). 

 

20. c. Ensayos de “microarrays” 

El análisis de la integridad del ARN (equipo Agilent 2100 Bioanalyzer), la 

hibridación y el ensayo de microarray fueron realizados en el Servicio de Genómica 

del Centro Nacional de Biotecnología (Consejo Superior de Investigaciones Científicas, 

Madrid, http://www.cnb.csic.es/index.php/es/servicios/genomica.html). Los datos 

transcriptómicos fueron obtenidos utilizando la plataforma de microarrays 

Salgenomics con oligonucléotidos de 70-mer (229, 230), que cubre el genoma de 

Salmonella Typhimurium SL1344. Para la normalización de los datos del microarray 

de dos colores, fue utilizado el software LiMMA (231). Los subsiguientes análisis 
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bioinformáticos fueron realizados con el programa FIESTA y con el programa VENNY 

(232, 233). 

 

M&M. 21. Herramientas bioinformáticas 

El motivo consenso para el sitio de unión de PhoP fue generado entrenando el 

algoritmo MEME (Multiple EM for Motif Elicitation, (234–236)) con los sitios de unión 

de esta proteína presentes en Salmonella. Para generar la matriz de PhoP, se 

consideraron las regions promotoras corriente arriba de los genes slyB, phoP, mgtA, 

mgtC, hilA, pipD, virK, pagC, pagD, pagP, pmrD, rstA, mig-14, pgtE, hdeD, ideA, b1825, 

b1826, b2833, ompT, ompX, nmpC, ybcU, ybjX, yeaF, yhiE, yhiW, yiaG, yrbL, yobG, trs5_8, 

udg, y ugtL. Se consideró como restricción para el programa que encuentre sólo un 

motivo en cada secuencia. La matriz obtenida fue luego utilizada en el programa 

MAST (Motif Alignment and Search Tool, (237)) para buscar nuevos motivos en una 

región del genoma de Salmonella que comprende 300 pb corriente arriba y 300 pb 

corriente abajo de las regiones codificantes para los genes u operones. 

 

M&M. 22. Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos cuantitativos se realizó utilizando análisis 

de la varianza de un factor (one-way ANOVA) y la prueba de Holm-Šídák con un nivel 

de significación de 0,05. 

 



 

 

 

R&D 
 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



 

 

 

 

CAPÍTULO I 

 

 

 

 

Caracterización del efecto de los 

ácidos grasos insaturados sobre el 

sistema de dos componentes PhoP/PhoQ 

de Salmonella enterica 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
CAPÍTULO I – Caracterización del efecto de los LCUFAs sobre el sistema PhoP/PhoQ 

 

 

 

70 

Como parte del trabajo de tesis de la Dra. Mariela Sciara, se efectuó el rastreo de 

diversos extractos vegetales naturales y la posterior identificación de algunos de ellos 

con actividad inhibitoria específica sobre el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ 

de Salmonella enterica. Mediante fraccionamiento bioguiado de uno de ellos 

(perteneciente a la especie Lamium amplexicaule) se estableció la fracción que 

conserva la actividad inhibitoria, y posteriormente se identificaron los compuestos 

presentes en el extracto que eran responsables del efecto observado: los ácidos 

grasos insaturados de cadena larga (LCUFAs). Se detectó principalmente ácido 

linoleico, pero también trazas de ácidos palmítico, esteárico y oleico. 

 Posteriormente, se utilizaron los ácidos grasos puros de origen comercial para 

verificar que el efecto ejercido por el extracto vegetal era debido a estos componentes 

presentes en la mezcla. Los resultados mostraron que efectivamente los ácidos grasos 

palmitoleico (C16:1), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) reprimen la 

expresión de genes regulados por el sistema PhoP/PhoQ mientras que no ejercen 

efecto sobre el gen tppB, regulado por el sistema de dos componentes homólogo 

EnvZ/OmpR. Además, se estableció que esta inhibición es dependiente de la dosis de 

ácido graso insaturado agregada al medio de cultivo, existiendo un efecto de 

saturación a partir de 0,5 mg/ml. En ninguno de los casos se observó efecto por parte 

de los ácidos grasos saturados de igual longitud de cadena carbonada, lo que permite 

establecer un efecto inhibitorio específico de los LCUFAs sobre el sistema de dos 

componentes PhoP/PhoQ. En base a estos y otros resultados, se decidió tomar al 

ácido linoleico (C18:2) como referente para experimentos subsiguientes, y considerar 

una concentración inhibitoria máxima sobre el sistema de dos componentes 

PhoP/PhoQ de 0,5 mg/ml, que se ha demostrado es una concentración sub-inhibitoria 

del crecimiento de Salmonella Typhimurium. 

 Como parte de este trabajo de tesis, se decidió profundizar la caracterización 

del efecto de estas moléculas sobre el sistema de transducción de señales PhoP/PhoQ 

de Salmonella enterica, aportando más evidencias sobre el mecanismo de acción de 

las mismas. 
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R&D. I. 1. Efecto del ácido linoleico sobre el crecimiento de Salmonella 

Para analizar si la presencia de C18:2 en el medio de cultivo afecta el 

crecimiento de Salmonella, se realizaron curvas de crecimiento en medio Luria-

Bertani (LB) en ausencia o presencia del ácido graso. Para ello, los cultivos de cada 

cepa crecidos toda la noche a 37ºC con agitación en medio LB sin adición de ácido 

graso se diluyeron 1/100 en medio LB fresco, con o sin agregado de ácido linoleico a 

concentración final 0,5 mg/ml, y se midió la densidad óptica a 600 nm (DO600nm) cada 1 

hora, manteniendo la agitación y temperatura. Se evaluaron las cepas de S. 

Typhimurium salvaje, phoPQ, fadL y fadD. El gen fadL codifica para el transportador 

de ácidos grasos de membrana externa, mientras que fadD codifica para la acil-CoA 

sintetasa encargada de translocar los ácidos grasos al interior celular junto con su 

activación con coenzima A. Entonces, por comparación entre las dos primeras cepas 

determinaremos si la integridad del sistema PhoP/PhoQ es relevante para el normal 

crecimiento de las bacterias, mientras que el análisis del crecimiento de las mutantes 

fadL y fadD nos permitirá determinar si la presencia de una vía de β-oxidación intacta 

es requerida para el normal crecimiento en las condiciones de nuestros 

experimentos. 

 

 

 

Como se puede observar en los gráficos de la figura R&D.I.1, la presencia del 

ácido graso insaturado no modifica significativamente el crecimiento de las distintas 

cepas de Salmonella, respecto al control en medio de cultivo sin agregado del mismo. 

Estos resultados permiten concluir que, en el medio de crecimiento LB analizado, la 

 

FIGURA R&D.I.1: Patrón de crecimiento de Salmonella en medio de cultivo LB en presencia de C18:2. Se muestra la 
evolución de la DO600nm cada 1 hora para los diferentes cultivos. Se ensayaron las cepas de S. Typhimurium salvaje y phoPQ 
(izquierda), o salvaje, fadL y fadD (derecha), crecidas en ausencia (-) o presencia (+) de 0,5 mg/ml de ácido linoleico en el 
medio de crecimiento. Los cultivos fueron mantenidos en agitación a 37°C. Los resultados corresponden al promedio de 
dos ensayos independientes realizados por duplicado, y las barras de error corresponden a las desviaciones estándar. 
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adición de ácido linoleico no confiere ventajas ni desventajas adaptativas a las cepas 

examinadas. Más aún, realizando el mismo experimento en medio mínimo N con 

glicerol como fuente de carbono, también pudo establecerse que el agregado de C18:2 

no produce variaciones estadísticamente significativas en el patrón de crecimiento 

bacteriano respecto al control, como se observa en la figura R&D.I.2. 

 

 

 

Estos resultados nos permiten concluir que la ausencia del sistema 

PhoP/PhoQ y, como consecuencia, la ausencia de modulación de los genes del  

regulón mediada por este sistema, no altera el crecimiento bacteriano respecto de la 

cepa salvaje, independientemente de la presencia o ausencia de C18:2 en el medio de 

cultivo. Por otra parte, la presencia de una vía de β-oxidación de ácidos grasos 

interrumpida no afecta el patrón de crecimiento de Salmonella en comparación con la 

cepa salvaje, tanto en ausencia como presencia del ácido graso en los medios de 

cultivo examinados. 

 

R&D. I. 2. Identificación del blanco de acción de LCUFAs sobre el mecanismo de 

transducción de señales del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ 

Como se mencionó en la introducción, la transducción de la señal a través del 

sistema bajo análisis comienza con la detección de la señal específica por parte de la 

proteína sensora PhoQ, lo que provoca la autofosforilación de la misma en un residuo 

His conservado. Luego, este fosfato es transferido al factor de transcripción PhoP, 

 
FIGURA R&D.I.2: Patrón de crecimiento de Salmonella en medio mínimo N en presencia de C18:2. Se muestra la 
evolución de la DO600nm cada 1 hora para los diferentes cultivos. Se ensayaron las cepas de S. Typhimurium salvaje y fadL 
(izquierda), o salvaje y fadD (derecha), crecidas en ausencia (-) o presencia (+) de 0,5 mg/ml de ácido linoleico en el medio 
de crecimiento mínimo N con glicerol como única fuente de carbono. Los cultivos fueron mantenidos en agitación a 37°C. 
Los resultados corresponden al promedio de tres ensayos independientes realizados por duplicado, y las barras de error 
corresponden a las desviaciones estándar. 
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regulando de esta manera la expresión de los genes controlados por dicho regulador 

transcripcional (98).  

Para lograr establecer la etapa en el mecanismo de transducción de la señal 

que es blanco de los LCUFAs, se ha ensayado en primera instancia la acción de 

diferentes ácidos grasos insaturados puros sobre la actividad de autofosforilación 

(actividad autoquinasa) de la histidina-quinasa PhoQ. 

Para ello, se sobreexpresó la proteína PhoQ a partir del plásmido 

pUHE21-2::phoQ en una cepa de S. Typhimurium phoQ- crecida en las diferentes 

condiciones, y se prepararon vesículas enriquecidas en el sensor por técnicas de 

fraccionamiento celular, como previamente se ha descripto (98). Este sistema de 

fraccionamiento celular ha demostrado conservar una proteína PhoQ funcional en su 

ambiente nativo de la membrana bacteriana, evitando artefactos funcionales o 

conformacionales que resultan de la solubilización de la proteína con detergentes y la 

reconstitución en proteoliposomas. Como control de especificidad, se ensayaron las 

mismas condiciones para preparaciones de membranas de una cepa que 

sobreexpresa la proteína homóloga EnvZ (con propiedades funcionales y 

estructurales análogas a PhoQ), histidina-quinasa del sistema de dos componentes 

osmosensor EnvZ/OmpR, no vinculado funcionalmente con el sistema PhoP/PhoQ 

(238, 239). 

Durante el proceso de preparación de las vesículas enriquecidas en 

membrana interna es requerido un paso de sonicado para romper las células 

bacterianas. Al realizar esta ruptura, se obtiene una población mixta de vesículas con 

orientación correcta u orientación evertida. En las primeras, la orientación de la 

membrana (cara interna y cara externa) es la misma que en la bacteria intacta, 

mientras que en la segunda población el lado que en la bacteria se encuentra hacia el 

interior pasa a estar orientado hacia el exterior, y viceversa con la cara exterior de la 

membrana bacteriana. Dado que el ATP no atraviesa de modo pasivo las membranas, 

la población de moléculas de PhoQ o EnvZ para las cuales detectamos actividad 

autoquinasa a través de la fosforilación con ATP marcado radioactivamente es aquella 

en una orientación evertida. En esta población, el dominio sensor de las proteínas 

PhoQ o EnvZ queda orientado hacia el interior de las vesículas, mientras que la 

porción citoplásmica de las mismas (que contiene el dominio de unión a ATP) queda 

orientada hacia afuera. Dado que los ácidos grasos insaturados agregados al medio de 
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cultivo están presentes durante el crecimiento bacteriano, si no han sido consumidos 

catabólicamente por la bacteria quedarán retenidos en el interior de las vesículas, 

contactando con el dominio periplásmico de la proteína sensora en la población de 

vesículas evertidas, las cuales son reveladas luego en la reacción de autofosforilación 

en presencia de ATP marcado radioactivamente, como ha sido explicado. 

Entonces, estas preparaciones de membranas bacterianas enriquecidas en 

cada sensor se utilizaron en los ensayos de fosforilación, empleando como sustrato 

[γ-32P]ATP marcado radioactivamente. El ensayo consiste en la incubación de las 

vesículas enriquecidas (50 µg proteína/reacción) junto con el sustrato radioactivo 

durante 10’ a 37°C, en cada una de las condiciones requeridas. Los resultados se 

obtienen mediante resolución de las muestras (25 µg proteína/calle) por PAGE-SDS, 

transferencia a membrana de nitrocelulosa y posterior autorradiografía. En paralelo, 

con las muestras en las mismas condiciones pero sin agregado de ATP radioactivo, se 

realizaron ensayos de Western-blot para verificar que el tratamiento con el ácido 

graso no afectara los niveles de expresión o estimulara diferencialmente la 

degradación de PhoQ o de EnvZ. Estas membranas de nitrocelulosa fueron incubadas 

primero con anticuerpos policlonales de conejo anti-PhoQcit o anti-EnvZcit, y luego con 

proteína A conjugada a fosfatasa alcalina, acoplada a una reacción de revelado 

cromogénica usando NBT y BCIP como sustratos. En cada ensayo independiente, 

luego del revelado, se realizó una densitometría para determinar la intensidad de la 

banda correspondiente a PhoQ o EnvZ, tanto en la placa autorradiográfica como en la 

membrana del Western blot. En base a estos datos se estandarizó, dentro de cada 

condición, la señal obtenida en la placa respecto a aquella obtenida en el Western 

blot. Con los resultados de 3 ensayos independientes se realizaron los promedios y las 

desviaciones estándar, y se graficaron en función de cada ácido graso, para la proteína 

sensora en estudio (PhoQ) y el control de especificidad (EnvZ). Los valores se 

relativizaron tomando como 100% la señal en presencia de los agentes vehiculizantes 

de los ácidos grasos saturados e insaturados (tergitol y etanol), según correspondiera. 
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Como puede apreciarse en la figura R&D.I.3, los ácidos grasos insaturados 

oleico (18:1) y linoleico (18:2) inhiben completamente la actividad autoquinasa de 

PhoQ al ser agregados exógenamente al medio de cultivo, mientras que el ácido 

palmitoleico (16:1) sólo lo hace parcialmente (aproximadamente en un 65%). Por 

otro lado, ninguno de los ácidos grasos saturados ensayados mostró modificar la 

actividad de autofosforilación de la proteína sensora. Para el caso de la proteína EnvZ, 

ninguno de los ácidos grasos utilizados afectó la actividad autoquinasa de la misma, 

respecto a los controles con los respectivos vehiculizantes de los mismos. Además, en 

ninguna de las condiciones ensayadas se observó degradación o expresión diferencial 

de las proteínas, indicando que los efectos observados son específicamente sobre la 

actividad catalítica autoquinasa de PhoQ. 

Estos resultados se encuentran en concordancia con aquellos obtenidos en 

los ensayos de actividad β-galactosidasa (184), y nos permiten concluir que existe un 

efecto represor específico de los ácidos grasos insaturados sobre el sistema de dos 

 

FIGURA R&D.I.3: La actividad autoquinasa de PhoQ es el blanco de acción específico de los ácidos grasos 
insaturados. Las células de S. Typhimurium fueron crecidas en medio de cultivo LB con adición de 0,5 mg/ml de los ácidos 
grasos saturados o insaturados indicados (o la cantidad equivalente de los solubilizantes de los mismos, tergitol o etanol, 
respectivamente). Las membranas obtenidas por fraccionamiento celular, conteniendo PhoQ o EnvZ, fueron incubadas 
durante 10 minutos a 37ºC en el medio de reacción conteniendo [γ-32P]ATP. Las reacciones de autofosforilación fueron 
analizadas por PAGE-SDS (12% poliacrilamida) y transferidas a membrana de nitrocelulosa, seguida de autorradiografía 
(imagen superior) o inmunodetección con anticuerpos policlonales anti-PhoQcit o anti-EnvZcit (imagen central). Los niveles 
de fosforilación y los niveles de expresión proteica de PhoQ o EnvZ en cada condición ensayada fueron determinados por 
densitometría (como se explica en el texto), y la relación entre la señal obtenida en la placa autorradiografica y la obtenida 
por inmunodetección fue graficada (gráfico inferior), tomando como 100% los valores obtenidos para el medio LB con 
agregado de tergitol o etanol, cuando los ácidos grasos saturados o insaturados fueron utilizados, respectivamente. Los 
resultados mostrados corresponden al promedio y las barras de error a la desviación estándar de tres ensayos 
independientes. Los ácidos grasos se indican como: (16:0) ácido palmítico, (16:1) ácido palmitoleico, (18:0) ácido 
esteárico, (18:1) ácido oleico, y (18:2) ácido linoleico. (T) y (E) señalan los controles en los que sólo se adicionó tergitol 
(vehículo de los ácidos grasos saturados) o etanol (vehículo de los ácidos grasos insaturados), respectivamente, en 
concentración final utilizada en el ensayo. 
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componentes PhoP/PhoQ, y que el blanco de acción de los mismos es la actividad 

autoquinasa de la proteína sensora PhoQ. 

 

Teniendo en cuenta la ausencia de inhibición sobre la actividad autoquinasa 

de EnvZ por parte de los LCUFAs, podemos descartar un posible efecto inhibitorio no 

específico por parte de los ácidos grasos insaturados sobre la actividad del dominio 

catalítico conservado de las histidina-quinasas, que prevendría la autofosforilación en 

presencia de ATP. De todas maneras, decidimos verificar que la adición de C18:2 al 

medio de reacción no ejerciera efecto alguno sobre la capacidad de autofosforilación 

de PhoQ. En estas condiciones, tanto C18:2 como el ATP marcado radioactivamente se 

contactarán con el dominio catalítico de PhoQ al ser adicionados desde el exterior. 

Para ello, se tomaron preparaciones de membranas crecidas en ausencia de C18:2 y el 

mismo fue agregado al medio de reacción de autoquinasa a concentración final 

0,5 mg/ml. 

 

 

FIGURA R&D.I.4: La actividad autoquinasa de PhoQ no se ve afectada por la presencia de ácido linoleico en el medio 
de reacción. Las células de S. Typhimurium fueron crecidas en medio de cultivo LB sin agregado (-) o con adición de 0,5 
mg/ml de ácido linoleico (18:2). Las membranas conteniendo PhoQ, obtenidas por fraccionamiento celular, fueron incubadas 
durante 10 minutos a 37ºC en el medio de reacción conteniendo [γ-32P]ATP solo (-) o con el agregado de ácido linoleico 
(18:2) a una concentración final de 0,5 mg/ml cuando se indica. Las reacciones de autofosforilación fueron analizadas por 
PAGE-SDS (12% poliacrilamida) y transferidas a membrana de nitrocelulosa, seguida de autorradiografía (imagen 
superior) o inmunodetección con anticuerpos policlonales anti-PhoQcit (imagen central). Los niveles de fosforilación y los 
niveles de expresión proteica de PhoQ en cada condición ensayada fueron determinados por densitometría, y la relación 
entre la señal obtenida en la placa autorradiografica y la obtenida por inmunodetección fue graficada (gráfico inferior). El 
valor obtenido para la condición sin agregados al medio de cultivo ni al medio de reacción fue tomado como 100%. Los 
resultados mostrados corresponden al promedio y las barras de error a la desviación estándar de tres ensayos 
independientes. 
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Los resultados mostrados en la figura R&D.I.4 confirman lo previamente 

postulado respecto a que la presencia del ácido graso insaturado en el medio de 

reacción no produce modificación de la actividad autoquinasa de la proteína sensora, 

descartando una posible inhibición inespecífica sobre la capacidad de 

autofosforilación de PhoQ por competencia con el sustrato ATP. 

Continuando con la caracterización del mecanismo de acción sobre la 

actividad autoquinasa de PhoQ, se realizó el mismo experimento pero utilizando 

preparaciones de membranas obtenidas a partir de células crecidas en 

concentraciones crecientes de ácido linoleico. Nuevamente, el ácido graso insaturado 

se encuentra presente durante el crecimiento bacteriano y, al realizar el 

fraccionamiento celular para la preparación de las vesículas enriquecidas en 

membrana interna, el C18:2 queda retenido en el interior de las mismas, en contacto 

con el dominio sensor de la histidina-quinasa PhoQ. Este ensayo permitió establecer 

que existe una inhibición parcial de la capacidad de autofosforilación a partir de una 

concentración de 0,05 mg/ml (50 ug/ml) y que la misma se produce en una manera 

dependiente de la dosis del ácido graso presente en el medio de crecimiento 

bacteriano (figura R&D.I.5). 

 

 

FIGURA R&D.I.5: La inhibición sobre la actividad autoquinasa de PhoQ es dependiente de la dosis de ácido linoleico 
presente en el medio de crecimiento bacteriano. Las células de S. Typhimurium fueron crecidas en medio de cultivo LB 
con adición de las cantidades indicadas de ácido linoleico (18:2). Las membranas conteniendo PhoQ, obtenidas por 
fraccionamiento celular, fueron incubadas durante 10 minutos a 37ºC en el medio de reacción conteniendo [γ-32P]ATP, 
como se describió previamente. Las reacciones de autofosforilación fueron analizadas por PAGE-SDS (12% poliacrilamida) 
y transferidas a membrana de nitrocelulosa, seguida de autorradiografía (imagen superior) o inmunodetección con 
anticuerpos policlonales anti-PhoQcit (imagen central). Los niveles de fosforilación y los niveles de expresión proteica de 
PhoQ en cada condición ensayada fueron determinados por densitometría, y la relación entre la señal obtenida en la placa 
autorradiografica y la obtenida por inmunodetección fue graficada (gráfico inferior). El valor obtenido para la condición 
sin agregados al medio de cultivo fue tomado como 100%. Los resultados mostrados corresponden al promedio y las 
barras de error a la desviación estándar de tres ensayos independientes. 
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Se ha reportado previamente que Mg2+ en concentraciones milimolares es un 

inhibidor del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ (101), y que esta acción es 

debida a la inducción de la actividad PhoP-fosfatasa de la histidina quinasa 

bifuncional PhoQ (98). Por lo tanto, decidimos analizar el efecto sobre la actividad 

autoquinasa de PhoQ al adicionar Mg2+ y ácido linoleico simultáneamente al medio de 

cultivo bacteriano. El resultado mostrado en la figura R&D.I.6 corrobora lo 

previamente descripto, demostrando que la adición de cantidades crecientes de Mg2+ 

al medio de cultivo, que son represoras para la expresión de los genes PhoP-

regulados, no afecta los niveles de autofosforilación de PhoQ y, además, prueba que el 

agregado al medio de cultivo del catión en combinación con C18:2 no interfiere con la 

represión ejercida por éste último sobre la actividad autoquinasa de PhoQ. 

 

 

 

En conjunto, estos resultados revelan que los ácidos grasos insaturados de 

cadena larga (de 16 a 18 átomos de carbono) poseen una acción inhibitoria específica 

sobre la actividad de autofosforilación de PhoQ, e indican que el blanco de acción 

funcional de los mismos difiere del previamente descripto para Mg2+ en el sensor 

PhoQ (98). Como parte de la tesis doctoral de la Dra. Mariela Sciara se determinó, 

FIGURA R&D.I.6: La acción de Mg2+ y C18:2 es sobre diferentes actividades de la histidina-quinasa bifuncional PhoQ. 
Las células de S. Typhimurium fueron crecidas en medio de cultivo LB sin agregado (-) o con adición (+) de 0,5 mg/ml de 
ácido linoleico (18:2) más las concentraciones indicadas de MgCl2. Las membranas conteniendo PhoQ, obtenidas por 
fraccionamiento celular, fueron incubadas durante 10 minutos a 37ºC en el medio de reacción conteniendo [γ-32P]ATP, 
como se describió previamente. Las reacciones de autofosforilación fueron analizadas por PAGE-SDS (12% poliacrilamida) 
y transferidas a membrana de nitrocelulosa, seguida de autorradiografía (imagen superior) o inmunodetección con 
anticuerpos policlonales anti-PhoQcit (imagen central). Los niveles de fosforilación y los niveles de expresión proteica de 
PhoQ en cada condición ensayada fueron determinados por densitometría, y la relación entre la señal obtenida en la placa 
autorradiografica y la obtenida por inmunodetección fue graficada (gráfico inferior). El valor obtenido para la condición 
sin agregados al medio de cultivo fue tomado como 100%. Los resultados mostrados corresponden al promedio y las 
barras de error a la desviación estándar de tres ensayos independientes. 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
CAPÍTULO I – Caracterización del efecto de los LCUFAs sobre el sistema PhoP/PhoQ 

 

 

 

79 

mediante ensayos de medida de actividad β-galactosidasa del gen reportero PhoP-

dependiente virK, que el efecto inhibitorio cuando Mg2+ y ácido linoleico están 

presentes de manera simultánea en el medio de cultivo bacteriano es mayor que el 

observado cuando cada inhibidor está presente individualmente, lo que aporta 

consistencia a la conclusión obtenida a partir de nuestros ensayos de actividad 

autoquinasa. De esta manera, los cationes divalentes y los ácidos grasos insaturados 

de cadena larga actúan promoviendo la actividad fosfatasa e inhibiendo la actividad 

autoquinasa, respectivamente, de la proteína sensora PhoQ, lo que se traducirá en 

una disminución de los niveles de PhoP fosforilado, con la concomitante represión de 

la expresión del regulón PhoP/PhoQ. 

 

R&D. I. 3. Relación entre la vía de β–oxidación y el efecto inhibitorio de los 

LCUFAs sobre el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ 

El ácido linoleico, al igual que los demás ácidos grasos de cadena larga, son 

metabolizados en Salmonella a través de la vía de β-oxidación, para permitir su 

incorporación a los fosfolípidos de la membrana bacteriana o para generar, en última 

instancia como resultado de la oxidación completa de los mismos, acetil-CoA (189, 

191). Previamente, se ha reportado que acetil-CoA ejerce un efecto inhibitorio sobre 

la actividad autoquinasa de PhoQ en Escherichia coli (215), por lo que se evaluó si el 

aumento en la concentración intracelular de acetil-CoA o de algún intermediario de la 

vía metabólica era responsable del efecto represor observado sobre el regulón 

PhoP/PhoQ. 

Para ese fin, se trabajó con mutantes delecionadas en los genes que codifican 

para las enzimas de los distintos pasos de la vía de β-oxidación, a saber: fadL, enzima 

responsable del transporte de los ácidos grasos de cadena larga a través de la 

membrana externa; fadD, enzima encargada de la captación de los mismos e ingreso 

al interior celular, concomitantemente con activación del ácido graso con la 

coenzima A (CoA); y fadBA, enzimas responsables de los ciclos iterativos de 

deshidrogenación del ácido graso (194). En primera instancia, como parte de la tesis 

de la Dra. Mariela Sciara, se realizaron las fusiones transcripcionales al gen lacZ de los 

promotores de los genes fad mencionados. Mediante medidas de actividad 

β-galactosidasa de los mismos, tanto en un entorno salvaje como phoP, se pudo 
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determinar que no existe una regulación por parte del sistema PhoP/PhoQ en la 

expresión de los genes fad (184). 

A continuación, se evaluó la actividad de los genes reporteros virK::lacZ y 

tppB::lacZ en los entornos salvaje y mutantes en los genes fad, tanto en medio de 

cultivo LB sin agregado como con adición de MgCl2 5 mM o ácido linoleico 0,5 mg/ml. 

Como se observa en la figura R&D.I.7, la inhibición transcripcional del gen reportero 

PhoP-regulado virK ocurre tanto en las cepas salvaje como fad cuando son crecidas en 

medio LB + Mg2+, mientras que la actividad transcripcional del gen reportero tppB no 

se vio alterada en ninguno de los entornos mutantes ni en ninguna de las condiciones 

ensayadas. 

 

 

 

Los resultados muestran que en los entornos génicos fadL y fadBA el 

agregado de C18:2 al medio de crecimiento produce inhibición de la actividad 

transcripcional del gen reportero virK, de manera equivalente a lo observado en el 

entorno salvaje. Para el caso del entorno fadBA, los niveles de inhibición son similares 

a los obtenidos en la cepa salvaje (75% versus 80%, respectivamente), mientras que 

cuando mutamos el gen fadL la inhibición es de un 60%, aproximadamente, respecto 

FIGURA R&D.I.7: La integridad de la vía de β-oxidación no es requerida para la represión del sistema PhoP/PhoQ por 
parte de los LCUFAs. La actividad β-galactosidasa de las fusiones transcripcionales virK::lacZ y tppB::lacZ en entornos 
génicos salvaje, fadL, fadD o fadBA fue medida a partir de células crecidas toda la noche a 37ºC en agitación, en medio de 
cultivo LB sin agregado o suplementado con MgCl2 5 mM o ácido linoleico 0,5 mg/ml (C18:2), según se indica. Los resultados 
corresponden al promedio de tres ensayos independientes realizados por duplicado, y las barras de error corresponden a 
la desviación estándar. 
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a la misma cepa sin agregado de C18:2. Si bien una cepa mutante en la proteína FadL, 

el transportador de ácidos grasos de membrana externa, sería incapaz de incorporar 

estos compuestos al periplasma celular, ha sido reportado que los LCUFAs son 

capaces de atravesar la membrana externa por un mecanismo de difusión pasiva, 

aunque su acumulación no sería suficiente para permitir el crecimiento cuando los 

mismos son la única fuente de carbono presente en el medio de cultivo (240). Esta 

menor disponibilidad de ácidos grasos libres en el periplasma de una cepa fadL 

permitiría explicar los menores niveles de represión que se observan en este entorno 

mutante (60% de inhibición para la cepa fadL respecto a 75% u 80% en las cepas 

fadBA y salvaje, respectivamente). Por otra parte, la inhibición de la actividad 

transcripcional del reportero virK::lacZ cuando están delecionados los genes que 

codifican para las últimas enzimas de la vía de β-oxidación, FadB y FadA, descartaría 

que un aumento en el nivel intracelular de acetil-CoA por adición de ácidos grasos de 

manera externa sea el responsable del efecto represor observado sobre el sistema 

PhoP/PhoQ. 

Por otra parte, se observa en la figura R&D.I.7 que en el entorno fadD existe 

una reducción de aproximadamente 7 veces en los niveles de actividad basal de virK 

(figura R&D.I.7, LB sin agregado), impidiendo una evaluación precisa del efecto del 

ácido graso insaturado sobre la expresión del gen reportero PhoP-regulado. 

Como se mencionó previamente, FadD es la enzima, anclada en la membrana 

interna, requerida para captar los ácidos grasos de cadena larga, translocarlos al 

interior celular, y activarlos por unión a la coenzima A, formando el acil-CoA 

respectivo. Estos acil-CoA pueden ser degradados por la ruta β-oxidativa o usados 

como dadores de ácidos grasos para la esterificación en los fosfolípidos de membrana 

por la vía dependiente de PlsB/PlsC (241). En consecuencia, la reducción en la 

expresión de virK en la mutante fadD respecto de los niveles de la cepa isogénica 

salvaje puede ser atribuida a niveles disminuidos de expresión de PhoQ, a reducida 

actividad autoquinasa de la proteína PhoQ debido a cambios en la composición de 

fosfolípidos de la membrana donde el sensor se encuentra anclado, o a la acumulación 

de LCUFAs incorporados a partir del medio de cultivo que no pueden ser 

transportados vectorialmente al citoplasma y por lo tanto inhiben la actividad 

autoquinasa de PhoQ, lo que va a provocar una disminución en la expresión de phoQ 

debido al mecanismo de autoregulación de phoPQ (125). 
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Para explorar esta cuestión, se realizó el ensayo de actividad autoquinasa, 

como se describió previamente, utilizando vesículas conteniendo a PhoQ pero 

obtenidas a partir de una cepa mutante en fadD, crecida en medio de cultivo LB con o 

sin el agregado de C18:2. En este ensayo, debido a que la expresión es controlada por 

el promotor lacIq, la expresión de PhoQ es independiente del mecanismo 

autoregulatorio de phoPQ. Como se observa en la figura R&D.I.8, hay una reducción en 

los niveles de actividad autoquinasa de PhoQ en una mutante en fadD en comparación 

con la cepa salvaje en medio de cultivo LB sin agregado del ácido graso. Como se 

puede apreciar por inmunodetección, esta disminución se relaciona con menores 

niveles de PhoQ en estado estacionario en la cepa fadD respecto a la cepa salvaje 

(figura R&D.I.8, imágenes superiores). Este resultado se puede atribuir a un 

ensamblado defectuoso o a una degradación incrementada de PhoQ en este fondo 

genético, y esta observación contribuye a explicar la baja expresión transcripcional 

basal de virK observada en la mutante fadD en los resultados de actividad 

β-galactosidasa previamente mostrados (figura R&D.I.7). 

 

 

Sin embargo, no se detectó señal de autofosforilación de PhoQ en las 

autorradiografías provenientes de las muestras obtenidas tanto de una cepa salvaje 

FIGURA R&D.I.8: La inhibición de la actividad autoquinasa de PhoQ por LCUFAs es independiente de fadD. Las células 
de S. Typhimurium salvaje o fadD fueron crecidas en medio de cultivo LB con adición de 0,5 mg/ml de ácido linoleico (18:2) o 
la cantidad equivalente del solubilizante del mismo (etanol, E). Las membranas conteniendo PhoQ, obtenidas por 
fraccionamiento celular, fueron incubadas durante 10 minutos a 37ºC en el medio de reacción conteniendo [γ-32P]ATP, 
como se describió previamente. Las reacciones de autofosforilación fueron analizadas por PAGE-SDS (12% poliacrilamida) 
y transferidas a membrana de nitrocelulosa, seguida de autorradiografía (imagen superior) o inmunodetección con 
anticuerpos policlonales anti-PhoQcit (imagen central). Los niveles de fosforilación y los niveles de expresión proteica de 
PhoQ en cada condición ensayada fueron determinados por densitometría, y la relación entre la señal obtenida en la placa 
autorradiografica y la obtenida por inmunodetección fue graficada (gráfico inferior), tomando como 100% los valores 
obtenidos para el medio LB con agregado de etanol. Los resultados mostrados corresponden al promedio y las barras de 
error a la desviación estándar de tres ensayos independientes. 
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como fadD crecidas en medio de cultivo en presencia de C18:2, respecto a los 

controles respectivos provenientes de bacterias crecidas en medio LB sin agregado 

(figura R&D.I.8, imágenes superiores). En conjunto, estos resultados muestran 

claramente que los LCUFAs agregados de forma externa ejercen un efecto represor 

sobre la actividad autoquinasa de PhoQ independientemente de su destino 

metabólico en la célula bacteriana. 

Estos resultados permiten descartar que la acción inhibitoria sobre PhoQ por 

parte de los LCUFAs sea debida a cambios en la composición de fosfolípidos de la 

envoltura bacteriana mediados por FadD, lo cual perturbe la actividad catalítica de la 

proteína PhoQ anclada en la membrana. 

En E. coli existen dos vías para la incorporación de ácidos grasos exógenos a 

los fosfolípidos. Luego de ser traslocados al interior celular por la enzima FadL, los 

ácidos grasos intracelulares pueden ser activados por la acil-CoA sintetasa o por la 

acil-ACP sintetasa. Los acil-CoA sirven como sustrato para la vía de la β-oxidación de 

ácidos grasos, o para el sistema de la glicerol-3-fosfato aciltransferasa PlsB y de la 

1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa PlsC, que incorpora los mismos a los 

fosfolípidos de membrana. Por su parte, los acil-ACP son intermediarios en la 

incorporación de ácidos grasos a la posición 1 de la fosfatidiletanolamina, en el 

proceso de recambio de los fosfolípidos. Entonces, como se mencionó previamente, 

una mutante fadD es incapaz de canalizar los ácidos grasos hacia las vías de 

β-oxidación o de síntesis de fosfolípidos, con la única excepción de la vía 2-acil-sn-

glicerol-3-fosfoetanolamina aciltransferasa/acil-ACP sintetasa. Sin embargo, se ha 

observado que esta vía incorpora preferentemente ácidos grasos saturados, y que la 

tasa de incorporación de estas especies es 5 veces mayor que la tasa de incorporación 

de ácidos grasos insaturados (242–244). Por otra parte, recientemente se ha 

demostrado que cepas mutantes fadD tanto de Escherichia coli como de 

Sinorhizobium melilotti acumulan ácidos grasos insaturados libres que han sido 

liberados de los fosfolípidos de la membrana en fase estacionaria de crecimiento. Más 

aún, los ácidos grasos no se acumulan y son metabolizados en una mutante en fadL, 

sugiriendo que los ácidos grasos libres que se acumulan en una cepa fadD son de 

origen intracelular. Por lo tanto, se propuso que la proteína FadD, además de ser la 

responsable de la activación de los LCUFAs exógenos con la coenzima A, es requerida 

para la utilización de ácidos grasos endógenos que pueden haber sido liberados como 
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resultados del remodelamiento de lípidos de la membrana (245). En base a todos 

estos antecedentes, es razonable especular que cuando los LCUFAs son provistos al 

medio de cultivo bacteriano, la interacción de PhoQ con los ácidos grasos insaturados 

acumulados sea la responsable de la inducción de un cambio conformacional que 

inactive la actividad autoquinasa de la proteína sensora. 

Para examinar esta hipótesis en Salmonella, se compararon mediante análisis 

por cromatografía en capa delgada (TLC) los niveles de ácidos grasos libres versus 

esterificados en cepas salvaje, fadL y fadD cuando fueron crecidas en presencia de 

C18:2 marcado. Brevemente, el protocolo consiste en crecer las células durante toda 

la noche en medio de cultivo LB sin agregados, y luego realizar una dilución 1/100 en 

medio de crecimiento LB fresco suplementado con 0,5 mg/ml de ácido linoleico y 

0,075 µCi/ml de [1-14C]C18:2. Las células son crecidas durante 5 hs a 37°C en agitación. 

Las mismas se cosechan por centrifugación, se lavan con buffer PBS pH 7,4, y se 

resuspenden en 200 µl del mismo buffer. Los lípidos son extraídos durante 3 días 

a -20°C de acuerdo al método de Blight & Dyer (228), y sembrados en una placa TLC 

Silica gel 60 F254 (Merck), previamente secada durante 60’ a 80°C. Mediante esta 

técnica, los lípidos fueron resueltos utilizando una mezcla de solventes de corrida 

compuesta por Eter dietílico:Bencina de petróleo:Ácido acético (70:30:2 v/v/v), que 

logra la separación de los ácidos grasos libres (que migran con el frente de corrida) 

de los ácidos grasos esterificados (que quedan retenidos en el punto de siembra). La 

placa de TLC fue expuesta durante una noche a una pantalla Storage Phospho 

Screener, y las señales fueron detectadas y analizadas mediante el sistema Amersham 

Storm Imaging System equipado con el programa Storm Scanner Control. 
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Como se muestra en la figura R&D.I.9, los ácidos grasos libres representan 

33% del total de marca incorporada a la bacteria en la cepa fadL y 93% en la mutante 

fadD en comparación con un 3% en el entorno salvaje. Este resultado apoya la 

hipótesis de que los LCUFAs libres, acumulados ya sea por bloqueo del transporte 

vectorial al citoplasma bacteriano y/o por una sobrecarga exógena de la capacidad de 

la célula, serían las especies activas que actúan como señales reprimiendo la actividad 

autoquinasa de PhoQ. Estos resultados también indican que la disminución en los 

niveles de expresión basal del gen regulado por PhoP observada en la cepa mutante 

en fadD (figura R&D.I.7) es atribuible a una reducción en la actividad de 

autofosforilación de PhoQ causada por la acumulación de LCUFAs junto con reducidos 

niveles proteicos de PhoQ, debido a la autoregulación de phoPQ combinada con 

menores niveles de proteína PhoQ expresada (ya sea por disminución de su expresión 

o aumento de su degradación) en un entorno fadD. 

 

FIGURA R&D.I.9: Distribución de ácidos grasos en Salmonella. La cromatografía en capa delgada (TLC) fue realizada 
con los lípidos extraídos a partir de cultivos de las cepas indicadas de Salmonella crecidos en presencia de [1-14C]C18:2 
marcado, según lo descripto en el texto. Las muestras fueron sembradas en una placa TLC Silica gel 60 F254 (Merck), y los 
lípidos fueron resueltos empleando una mezcla de solventes de corrida de Eter dietílico:Bencina de petróleo:Ácido acético 
(70:30:2 v/v/v). 7500, 5000 y 2500 cuentas por minuto (cpm) de C18:2 marcado fueron sembradas como controles del 
ensayo (izquierda). La densitometría fue realizada para los puntos mayoritarios observados en la TLC. El porcentaje de 
ácidos grasos (AG) libres y esterificados respecto al contenido total de lípidos fue calculado y graficado para cada cepa 
(derecha). Los resultados mostrados corresponden al promedio y las barras de error a la desviación estándar de dos 
ensayos independientes. 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
CAPÍTULO I – Caracterización del efecto de los LCUFAs sobre el sistema PhoP/PhoQ 

 

 

 

86 

Hasta el momento, no fue posible determinar a nivel molecular el modo de 

acción de los LCUFAs sobre la histidina-quinasa PhoQ. Es posible hipotetizar que la 

disminución en los niveles de transcripción de genes dependientes de PhoP en 

presencia de ácidos grasos insaturados podría deberse a: 1) actividad autoquinasa 

disminuida debida a un incremento en la hidrofobicidad de la membrana en las 

proximidades de la proteína PhoQ, 2) a cambios conformacionales, particularmente 

en la estructura de los dominios transmembrana, provocados por modificaciones en 

la fluidez de membrana debido a la presencia de LCUFAs, o 3) a una interacción 

directa de los ácidos grasos, actuando como ligandos, con la región sensora de PhoQ. 

En este sentido, Goldberg y cols. mostraron la importancia de las 

interacciones polares dentro de la región transmembrana 2 (TM2) de la proteína 

PhoQ de E. coli para la señalización (246). En este trabajo, identificaron un residuo 

asparagina (Asn) crítico en la región TM2, cuyo reemplazo por otros aminoácidos 

hidrofóbicos impidió la transcripción de genes dependientes de PhoQ. Además, se 

demostró que la actividad quinasa de PhoQ dependió de la polaridad de este residuo 

Asn202 y no de su estructura o posición dentro de la región TM, sin verse afectada la 

actividad fosfatasa de la proteína. Por lo tanto, la hidrofilicidad de este aminoácido 

sería esencial para el funcionamiento de la histidina-quinasa, porque estabilizaría una 

cavidad estructural conteniendo moléculas de agua. Esta estabilización sería 

fundamental para el mecanismo de señalización, ya que podría dar lugar a los 

cambios conformacionales requeridos para el equilibrio entre las conformaciones 

quinasa y fosfatasa de la proteína sensora. Es posible especular que una modificación 

en el entorno hidrofóbico del TM2, generada por la acumulación de LCUFAs, pueda 

provocar un efecto análogo e inducir un cambio conformacional en la proteína PhoQ 

que bloquee su capacidad de autofosforilación. 

Por otro lado, en Bacillus subtilis, se ha demostrados que la histidina-quinasa 

DesK es capaz de sensar una disminución en la fluidez de membrana, provocada por 

una disminución en la temperatura de crecimiento (247) o por una limitación en la 

síntesis de ácidos grasos con cadena ramificada ante-iso (248). DesK detecta los 

cambios en la fluidez de la membrana a través de sus segmentos transmembrana, 

transfiriendo un cambio conformacional dentro de la membrana al dominio 

C-terminal de la proteína sensora y regulando la relación entre las actividades 

quinasa y fosfatasa (249, 250). Éste podría ser un mecanismo común para un gran 
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grupo de histidina-quinasas. De este modo, los cambios estructurales observados en 

DesK son compatibles con las rotaciones en las hélices provocadas por la señal 

inductora, observadas en el dominio HAMP (65), presente en las regiones conectoras 

de la membrana de varias histidina-quinasas (57), entre ellas PhoQ. 

Por último, cabe mencionar que en Vibrio cholerae, el agente causal del 

cólera, una infección intestinal aguda, se ha descripto un mecanismo de virulencia 

que involucra la detección de LCUFAs (251). Chatterjee y cols. demostraron que 

LCUFAs aislados de bilis son capaces de inhibir la expresión de factores de virulencia 

a una concentración de 0,03% (0,3 mg/ml), mientras que incrementan la motilidad de 

V. cholerae. La patogenicidad de V. cholerae es debida principalmente a la producción 

de la toxina colérica (CT) y de un pilus co-regulado por toxina (TCP), que se hipotetiza 

son esenciales para la colonización del epitelio intestinal por esta bacteria. La 

expresión de CT, TCP y otros factores de virulencia es controlada por la expresión de 

una cascada de proteínas regulatorias comprendidas en el regulón ToxR, donde las 

proteínas de unión a ADN de membrana interna ToxR y TcpP activan la expresión de 

ToxT, un regulador transcripcional que es requerido para la expresión de los genes 

ctxAB (cholera toxin) y tcpA (toxin co-regulated pilus), así como otros genes de 

virulencia (251). Posteriormente, el trabajo de Lowden y cols. comprobó que la unión 

directa de LCUFAs a ToxT provoca una alteración conformacional en este regulador 

maestro de la virulencia, disminuyendo su capacidad de unir al ADN y reprimiendo la 

transcripción de los genes tcp y ctx (252). 

Dado que no fue posible encontrar un motivo de reconocimiento para ácidos 

grasos insaturados libres mediante un análisis in silico a partir de la secuencia 

aminoacídica de PhoQ o de sus características estructurales, será necesario llevar a 

cabo nuevos experimentos para determinar las bases moleculares de la interacción 

LCUFAs-PhoQ. 

 

R&D. I. 4. Caracterización del efecto represor de LCUFAs sobre el sistema de dos 

componentes PhoP/PhoQ 

4. a. Naturaleza del efecto represor de C18:2 

Continuando con la caracterización del modo de acción de los ácidos grasos 

insaturados sobre el sistema en estudio, decidimos evaluar si el efecto ejercido por 
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los mismos era de naturaleza reversible o irreversible. Para ello se realizaron 

medidas de actividad β-galactosidasa utilizando los genes reporteros virK y tppB, a 

partir de células crecidas hasta fase estacionaria en medio de cultivo LB con agregado 

de ácido linoleico, y a distintos tiempos luego de diluir este cultivo en medio de 

crecimiento LB fresco sin agregado del mismo. 

 

 

 

Los resultados de la figura R&D.I.10 muestran que hay una reversión 

completa en el efecto inhibitorio sobre el gen reportero virK cuando los LCUFAs son 

removidos del medio de cultivo, indicando que la acción represora de los mismos 

sobre la actividad del sistema PhoP/PhoQ es de naturaleza reversible. Además, la 

reversibilidad de la represión ejercida por Mg2+ y el efecto nulo ejercido sobre los 

niveles de expresión del gen reportero tppB en todas las condiciones ensayadas se 

muestran como controles. Si bien estos resultados no son determinantes, aportan más 

evidencias para soportar la hipótesis de que los mismos podrían estar actuando como 

moléculas señalizadoras de la proteína sensora PhoQ, ya sea como ligandos de la 

misma o alterando el microambiente de la bicapa lipídica en la cual la histidina-

quinasa se encuentra inserta.  

 

4. b. Efecto resultante de la combinación de dos ácidos grasos insaturados 

Hasta este punto todos los ensayos y análisis se han realizado utilizando los 

ácidos grasos puros de manera individual, de modo de poder establecer el efecto 

FIGURA R&D.I.10: Inhibición reversible del ácido linoleico sobre la expresión del gen PhoP-activado virK. La actividad 
β-galactosidasa de las fusiones transcripcionales virK::lacZ (izquierda) y tppB::lacZ (derecha) fue medida en células 
crecidas toda la noche (estacionaria) en medio de cultivo LB sin agregados o suplementado con ácido linoleico 0,5 mg/ml 
(C18:2) o MgCl2 5 mM. Luego, las células de cada condición fueron diluidas 1/100 en medio LB fresco, y la actividad 
β-galactosidasa fue medida a los tiempos indicados. Los resultados corresponden al promedio de tres ensayos 
independientes realizados por duplicado, y las barras de error corresponden a la desviación estándar. 
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particular que ejerce cada uno de ellos sobre el sistema PhoP/PhoQ. Sin embargo, en 

condiciones fisiológicas los mismos no se hallan en forma aislada sino presentes en 

mezclas complejas, que incluyen tanto otros ácidos grasos (saturados e insaturados) 

como otros compuestos de diversa naturaleza, como en el caso de la secreción biliar. 

Entonces, en estas mezclas complejas, es posible que la conjunción de dos o más 

compuestos produzca efectos aditivos, sinérgicos o antagónicos. Es por ello que como 

primera aproximación decidimos estudiar la respuesta del regulón PhoP frente a la 

acción de dos ácidos grasos insaturados cuando ambos se encontraban presentes en 

forma conjunta en el medio de crecimiento bacteriano, en diferentes proporciones, 

respecto a su efecto de manera individual. 

Para ello, la cepa conteniendo la fusión transcripcional al gen reportero virK 

fue crecida en medio de cultivo LB con agregado de distintas concentraciones de los 

ácidos grasos oleico (C18:1) y linoleico (C18:2), de manera individual o en una 

combinación de ambos. Luego del crecimiento a 37ºC en agitación durante toda la 

noche, los cultivos se utilizaron para realizar las medidas de actividad 

β-galactosidasa. En la figura R&D.I.11 se pueden observar los resultados obtenidos 

para el caso de los ácidos grasos insaturados presentes de manera individual en el 

medio de crecimiento bacteriano. Se verifica la inhibición dependiente de la dosis del 

LCUFA agregado al medio de cultivo, y también el efecto represor ligeramente mayor 

de C18:2 respecto a C18:1, como previamente había observado la Dra. Mariela Sciara 

durante su trabajo de tesis doctoral. 

 

 

FIGURA R&D.I.11: Efecto dosis-dependiente de los ácidos grasos insaturados en forma individual. La actividad 
β-galactosidasa de la fusión transcripcional virK::lacZ fue medida a partir de células crecidas toda la noche a 37ºC en 
agitación, en medio de cultivo LB sin agregado o suplementado con las cantidades finales indicadas de ácido oleico (C18:1) 
o ácido linoleico (C18:2). Los resultados corresponden al promedio de dos ensayos independientes realizados por 
duplicado, y las barras de error corresponden a la desviación estándar. 
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En paralelo, se realizaron las mismas medidas a partir de células crecidas en 

medio de cultivo LB en el cual se mantuvo fija la concentración de ácido oleico (0,125, 

0,0625 o 0,03125 mg/ml) y se agregaron cantidades crecientes de ácido linoleico 

(desde 0 hasta 0,125 mg/ml). Los resultados obtenidos para estas medidas en 

presencia de una combinatoria de ácidos grasos insaturados se muestra en la figura 

R&D.I.12. Para poder realizar una mejor comparación, se graficó en el centro de cada 

grupo la condición correspondiente a los ácidos grasos combinados (en azul), a 

continuación a cada lado la condición de cada ácido graso individual en una 

concentración igual a la suma de las concentraciones en la combinatoria, y luego cada 

ácido graso en forma individual en la concentración utilizada en la condición de 

combinación. 

 

 

 

En todas las condiciones combinadas ensayadas (barras centrales azules), los 

resultados muestran, comparando con la condición con agregado sólo de C18:1 o 

C18:2 a igual concentración que en la combinatoria (barras rojas y verdes en los 

extremos de cada grupo), que el agregado de otro ácido graso insaturado aumenta el 

efecto inhibitorio sobre la expresión de virK respecto al ejercido por cada uno de 

manera individual. A modo de realizar un análisis cuantitativo de la contribución de 

cada uno de los ácidos grasos insaturados en la mezcla, se calcularon los aportes 

FIGURA R&D.I.12: Efecto combinado de los LCUFAs sobre el sistema PhoP/PhoQ. La actividad β-galactosidasa de la 
fusión transcripcional virK::lacZ fue medida a partir de células crecidas toda la noche en medio de cultivo LB suplementado 
con las cantidades indicadas (en concentración final en mg/ml) de ácido oleico (18:1) o de ácido linoleico (18:2), solos o en 
combinación. Las barras en distintas tonalidades corresponden a las condiciones de agregado al medio de cultivo LB de 
18:1 solo (rojo), 18:2 solo (verde) o una combinación de ambos (azul). Los resultados corresponden al promedio de dos 
ensayos independientes realizados por duplicado, y las barras de error corresponden a la desviación estándar. 
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porcentuales de cada uno en la condición combinada, tomando como 100% el nivel de 

expresión de virK en presencia del otro ácido graso presente en forma individual en la 

concentración utilizada en la combinatoria. Por ejemplo, para analizar el aporte de 

C18:2 en la combinatoria del grupo 1, se tomó como valor de 100% la medida de 

actividad β-galactosidasa de la condición con agregado de C18:1 a concentración final 

0,03125 mg/ml en el medio de cultivo (y a la inversa para el cálculo del aporte de C18:1 

en la mezcla combinatoria). De esta manera, se pudo determinar que el aporte de 

C18:1 y C18:2 en la condición en que se encuentran combinados es de: 21 y 42%, 33 y 

47%, y 28 y 45%, para los grupos 1, 2 y 3, respectivamente. Estos resultados 

permiten establecer que existe un efecto conjunto cuando dos ácidos grasos 

insaturados están presentes en el medio de crecimiento bacteriano que es mayor que 

el de cada uno actuando individualmente. Por otra parte, se puede observar en todos 

los casos que el aporte debido a la presencia del ácido linoleico (C18:2) es mayor que 

el dado por el ácido oleico (C18:1), lo que se condice con lo observado en las curvas 

de inhibición de los ácidos grasos en forma individual, donde C18:2 posee un mayor 

efecto inhibitorio sobre el sistema PhoP/PhoQ en todo el rango de concentraciones 

ensayadas. Este mayor efecto inhibitorio por parte de C18:2 sobre la expresión de 

genes del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ puede ser debido a que este ácido 

graso, en caso de actuar como ligando sobre la proteína sensora, se ajuste mejor en la 

estructura tridimensional de PhoQ, o a que perturba de manera más pronunciada el 

entorno en el cuál la proteína se encuentra anclada, lo que se traduce en mayor efecto 

inhibitorio de su actividad autoquinasa. 

 

4. c. Efecto debido a componentes presentes en bilis fisiológica fresca 

Como se mencionó en la introducción, la bilis es un fluido, producido por el 

hígado, que ayuda en la digestión de los lípidos en el intestino delgado. En muchas 

especies, la bilis es almacenada en la vesícula y, cuando el organismo ingiere 

alimento, es liberada al duodeno. La bilis está compuesta por 85% de agua, 10% de 

sales biliares, 3% de moco y pigmentos, 1% de grasas, y 0,7% de sales inorgánicas. 

Un reporte previo indicó que la bilis fisiológica fresca bovina y murina es 

capaz de reprimir la expresión del gen phoP y otros genes PhoP-regulados, y que esta 

inhibición es independiente del sensado por parte del sistema PhoP/PhoQ. Además, 

se afirma que la inhibición no es debida a los ácidos biliares (componentes 
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mayoritarios de la misma) sino a pequeñas moléculas con propiedades hidrofóbicas 

que no pudieron ser identificadas (253). Teniendo en cuenta este antecedente, 

decidimos estudiar este efecto utilizando nuestros genes reporteros dependientes e 

independientes del sistema PhoP/PhoQ. 

Para ello, las cepas conteniendo las fusiones transcripcionales virK::lacZ y 

tppB::lacZ se inocularon en medio de crecimiento LB con agregado de distintos 

porcentajes finales de bilis fresca obtenida a partir de ratas macho Wistar, y se 

incubaron a 37ºC en agitación durante toda la noche. Como se mencionó previamente, 

la bilis favorece la digestión de los alimentos debido a su actividad emulsionante 

sobre los ácidos grasos presentes en los mismos. Por ello, es posible que a ciertas 

concentraciones pueda actuar como detergente sobre las membranas bacterianas, 

afectando de esta manera la estructura celular y finalmente el crecimiento. Como se 

pudo verificar mediante medidas de DO600nm sobre los cultivos crecidos hasta fase 

estacionaria en las diferentes condiciones, la bilis no afectó el crecimiento celular en 

el rango de concentraciones ensayadas; más aún, a las concentraciones más elevadas 

promovió ligeramente el crecimiento bacteriano. Luego, estos cultivos se utilizaron 

para evaluar la actividad transcripcional de los genes reporteros mediante medidas 

de actividad β-galactosidasa. 

 

 

 

Del análisis de la figura R&D.I.13 se desprende que el agregado de cantidades 

crecientes de bilis fresca al medio de cultivo de las cepas inhibe la expresión del gen 

reportero dependiente de PhoP, mientras que no afecta la actividad transcripcional 

FIGURA R&D.I.13: Inhibición específica del sistema PhoP/PhoQ debida a componentes presentes en bilis fresca. La 
actividad β-galactosidasa de las fusiones transcripcionales virK::lacZ (izquierda) y tppB::lacZ (derecha) fue medida a partir 
de células crecidas toda la noche en medio de cultivo LB con agregado de las cantidades indicadas de bilis fresca (en 
porcentaje final) o con ácido linoleico 0,5 mg/ml (C18:2). Los resultados corresponden al promedio de dos ensayos 
independientes realizados por duplicado a partir de dos muestras diferentes de bilis fresca, y las barras de error 
corresponden a la desviación estándar. 
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del reportero control, en el rango de concentraciones ensayadas. Como control del 

ensayo, se puede observar la inhibición específica sobre el sistema PhoP/PhoQ por 

parte del ácido linoleico (figura R&D.I.13, C18:2), como se describió previamente. Se 

puede establecer que aproximadamente un 5% de bilis fresca presente en el medio de 

cultivo produce una inhibición del 50% sobre la actividad del gen PhoP-regulado. 

Además, es apreciable que un 10% de bilis presente en el medio de crecimiento ejerce 

un nivel de represión equiparable al obtenido cuando el mismo medio de crecimiento 

es suplementado con una concentración final de 0,5 mg/ml de C18:2. 

Se ha informado que en bilis de ratas la concentración total de ácidos grasos 

libres es de 74,1 µg/ml (254). Además, se han determinado los principales ácidos 

grasos presentes, mostrándose la composición aproximada en porcentaje y 

concentración en la tabla R&D.I.1. Es importante mencionar que la composición de la 

bilis se ve afectada por la dieta y el estado nutricional y de salud de los animales, 

pudiendo estos valores variar significativamente entre sujetos. 

 

 

Tabla R&D.I.1. Composición de bilis fisiológica de rata 

 

Esta información permite calcular que existe una concentración aproximada 

de 28 ug/ml de ácidos grasos insaturados en la bilis de rata, representando un 38% del 

contenido total de ácidos grasos libres de la misma. Si tomamos en cuenta que un 

10% de bilis, que correspondería a una concentración de 2,8 ug/ml de ácidos grasos 

insaturados, ejerce un efecto represor equiparable al que produce una concentración 

de 500 ug/ml de ácido linoleico (figura R&D.I.13), es posible hipotetizar que pueda 

existir un efecto aditivo o sinérgico debido a la presencia de dos o más ácidos grasos 

ABUNDANCIA CONCENTRACIÓN

Nombre Nomenclatura % ug/ml

Laurico 12:0 24 17,8

Palmítico 16:0 20,8 15,4

Linoleico 18:2 12,4 9,2

Oleico 18:1 10,8 8,0

Esteárico 18:0 10,4 7,7

Palmitoleico 16:1 9,4 7,0

Linolénico 18:3 5,6 4,1

Araquidónico 20:4 5 3,7

Mirístico 14:0 1,6 1,2

100 74,1Total

ÁCIDO GRASO
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insaturados en forma simultánea, a la existencia de otros compuestos que actúen en 

conjunto con los LCUFAs, o a la ocurrencia en la bilis de otros compuestos que ejerzan 

un efecto inhibitorio sobre el sistema y que no hayan sido identificados. 

En cuanto al primer punto, demostramos que la presencia de dos ácidos 

grasos insaturados en el medio de crecimiento bacteriano ejerce un efecto represor 

sobre el sistema PhoP/PhoQ que es mayor que el observado para cada compuesto de 

manera individual. Por otra parte, cabe recordar que la bilis contiene sales 

inorgánicas, por lo que es posible que existan concentraciones represoras de cationes 

divalentes (como Ca2+ y Mg2+) y que el efecto observado sobre el sistema en estudio 

sea debido a la presencia de los mismos, o que la inhibición del TCS sea por acción del 

efecto combinado entre el catión Mg2+ y los LCUFAs, como previamente se ha 

determinado por la Dra. Mariela Sciara en su tesis doctoral (184). 

Al momento de la escritura de este trabajo de tesis no fue posible determinar 

las especies presentes en las muestras de bilis que son responsables del efecto 

inhibitorio observado. Es por ello que queda planteado la realización a futuro de 

ensayos de cromatografía en capa delgada para separar los componentes de la bilis, 

seguido de bioautografía con nuestra cepa reportera del sistema PhoP/PhoQ, como 

previamente hemos descripto (187). En estas corridas cromatográficas, los cationes 

divalentes quedan retenidos en el punto de siembra, lo que permitirá su separación 

de otras especies presentes en la muestra. La posterior identificación de estas 

especies será llevada a cabo mediante análisis por GC-MS de los spots inhibitorios. De 

manera adicional, también se realizará este ensayo a partir de las muestras obtenidas 

luego del fraccionamiento de la bilis. Por otro lado, como se describió previamente, 

los ácidos grasos insaturados ejercen su acción represora sobre el regulón PhoP 

mediante la inhibición de la actividad de autofosforilación de la proteína PhoQ. Por lo 

tanto, es de nuestro interés realizar preparaciones de membrana interna enriquecida 

en la proteína sensora a partir de células crecidas en presencia de bilis fresca, para 

utilizarlas en el ensayo de actividad autoquinasa y establecer si el blanco de acción es 

el mismo que el identificado oportunamente para los LCUFAs. 

 

R&D. I. 5. Conclusiones finales 

El sistema regulatorio PhoP/PhoQ es fundamental en la virulencia de Salmonella 
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Typhimurium. El hecho de que PhoP/PhoQ pertenezca a los sistemas de transducción 

de señales de dos componentes (TCS), que están ausentes en organismos mamíferos, 

lo hace un blanco ideal para el desarrollo de estrategias antimicrobianas. 

Previamente, como parte de la tesis de la Dra. Mariela Sciara, durante la búsqueda de 

compuestos de origen natural que pudieran modular la actividad del TCS PhoP/PhoQ 

de Salmonella, se encontró que los ácidos grasos insaturados de cadena larga 

(LCUFAs) eran capaces de reprimir la actividad del sistema de transducción de 

señales. La acción de estos compuestos fue detectada cuando las bacterias eran 

crecidas en presencia de concentraciones subinhibitorias de ácidos grasos 

insaturados de 16 o 18 átomos de carbono de longitud de origen comercial. Se 

demostró que los LCUFAs específicamente inhiben el sistema PhoP/PhoQ porque 

reprimen la expresión tanto del operon phoPQ como de los genes PhoP-activados a 

nivel transcripcional, mientras que no ejercen efecto sobre genes controlados por 

otros mecanismos de transducción de señales. Más aún, ácidos grasos saturados de 

misma longitud de cadena carbonada ensayados a concentraciones equivalentes a las 

empleadas para los LCUFAs no alteraron la expresión de genes dependientes de PhoP. 

Como parte de este trabajo de tesis, se determinó en primer lugar que cuando 

los ácidos grasos insaturados son agregados al medio de crecimiento bacteriano, a la 

concentración que produce máximos niveles de represión de la expresión de los 

genes regulados por PhoP, no afectan el crecimiento de Salmonella, así como también 

que la integridad del sistema PhoP/PhoQ no presenta ventajas adaptativas frente al 

crecimiento en estas condiciones. 

Por otra parte, se estableció que la represión de la actividad del sistema 

mediada por LCUFAs es debida a que los mismos inhiben específicamente, y en una 

manera dosis-dependiente, la actividad de autofosforilación (autoquinasa) de la 

proteína sensora PhoQ, mientras que no se detectó efecto cuando se ensayaron ácidos 

grasos saturados de igual longitud de cadena carbonada. Como control, no se apreció 

efecto por parte de ninguno de los ácidos grasos (saturados o insaturados) sobre la 

actividad autoquinasa de la proteína sensora EnvZ, que es funcional y 

estructuralmente similar a PhoQ, descartando un posible efecto sobre el dominio 

catalítico de las histidina-quinasas de Clase 1 (de acuerdo a la clasificación en la 

referencia (77)). 

Previamente se ha reportado que concentraciones milimolares de Mg2+ 
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reprimen el operon phoPQ por inducción de la actividad fosfatasa de PhoQ (98), y en 

este trabajo de tesis demostramos que el catión divalente no interfiere con la acción 

represora del ácido linoleico sobre los niveles de actividad autoquinasa de PhoQ, 

aportando más evidencias que apoyan la hipótesis de que ambos ejercen diferentes 

señalizaciones sobre la proteína sensora y actúan en conjunto para disminuir la 

expresión de los genes regulados por PhoP. 

Los ácidos grasos exógenos pueden ser incorporados y metabolizados a través 

de la vía de β-oxidación en Salmonella. Mediante medidas de actividad transcripcional 

y por ensayos de actividad autoquinasa sobre mutantes en distintas enzimas de esta 

vía, determinamos que la integridad de esta ruta metabólica no es necesaria para que 

los ácidos grasos insaturados ejerzan su efecto represor, descartando que la acción 

sobre el sistema sea resultado de un incremento en la concentración intracelular de 

intermediarios de la β-oxidación, en la concentración de acetil-CoA (el producto final 

de la misma) o al aumento cuantitativamente significativo de la incorporación de 

LCUFAs a los fosfolípidos de membrana por la vía PlsB/PlsC, no pudiéndose descartar 

que la incoporación se produzca por la vía de la 2-acil-sn-glicerol-3-fosfoetanolamina 

aciltransferasa/acil-ACP sintetasa (que incorpora de modo preferencial ácidos grasos 

saturados) o por mecanismos que no se conocen hasta el momento. 

Los resultados obtenidos permiten establecer que los ácidos grasos insaturados 

de cadena larga, sin mediar procesos metabólicos que requieren de la integridad de la 

célula bacteriana, actuarían interactuando con PhoQ e inhibiendo su actividad 

autoquinasa, y de esta manera la expresión del regulón PhoP y otros genes regulados 

por este sistema de dos componentes. En esta dirección, resta definir si los LCUFAs 

actúan como ligandos de la proteína sensora, y en este caso el sitio de unión 

específico en la misma, o si actúan modulando propiedades biofísicas de la envoltura 

bacteriana que son transmitidas a la estructura de la proteína PhoQ. 

Finalmente, los ácidos grasos insaturados libres están presentes en nichos 

ambientales que Salmonella tiene que atravesar a lo largo del proceso infectivo del 

hospedador. Los LCUFAs están presentes en el tracto digestivo, formando parte de los 

componentes de la bilis, en el contenido ruminal y en el intestino de los mamíferos 

debido a la degradación de los nutrientes por parte de las enzimas lipolíticas. Existen 

pocos reportes acerca de los niveles cuantitativos del contenido de LCUFAs en fluidos 

fisiológicos, y la mayoría los expresa como porcentaje relativo al contenido total de 
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lípidos (254), por lo que es difícil realizar una extrapolación de los resultados 

obtenidos en este trabajo con lo que ocurriría a nivel del hospedador. Además, estos 

valores varían dependiendo de la dieta, y del estado metabólico y de salud de los 

organismos. 

En una aproximación a estos escenarios fisiológicos, también evaluamos la 

respuesta del sistema PhoP/PhoQ frente a la acción de bilis murina fresca, pudiendo 

observar una inhibición dosis-dependiente específica de la expresión del gen 

reportero PhoP-regulado. Teniendo en cuenta los porcentajes reportados de ácidos 

grasos insaturados presentes en bilis murina (254), calculamos estimativamente que 

los mismos se encuentran en concentración de un orden de magnitud menor que la 

utilizada en nuestros experimentos, por lo que el efecto ejercido por la muestra de 

bilis murina no sería debido a estas especies, al menos de modo exclusivo. Sin 

embargo, en este fluido fisiológico se encuentran presentes diversos ácidos grasos 

insaturados así como también otros compuestos, como cationes divalentes, que 

podrían estar actuando en conjunto y ejerciendo un efecto represor mayor que el 

observado para cada uno de manera individual. En este sentido, también ensayamos 

la respuesta del sistema frente a mezclas combinatorias de los ácidos grasos oleico y 

linoleico, estableciendo que la presencia en simultáneo de ambos produce un efecto 

inhibitorio mayor que el observado para cada uno de manera individual, lo que 

aporta consistencia a esta hipótesis. 

Hasta el momento, el catión Mg2+, los péptidos catiónicos microbicidas (CAMPs) 

y el pH acídico son las señales descriptas como moduladores fisiológicamente 

relevantes del sistema PhoP/PhoQ en el hospedador mamífero. Nuestros resultados 

permiten afirmar la existencia de nuevos compuestos que actúan como señales de 

este sistema de dos componentes: los ácidos grasos insaturados de cadena larga. 

Estos ácidos grasos, que en el curso de su ciclo infectivo la bacteria encontraría tanto 

en el contenido gástrico como en plasma sanguíneo del hospedador mamífero, están 

involucrados en la modulación del regulón de virulencia PhoP/PhoQ, poniendo de 

manifiesto un grado de complejidad adicional en el mecanismo regulatorio del 

sistema. 

Nuestras conclusiones, junto con datos previos, nos permiten especular que la 

presencia de LCUFAs, como el ácido linoleico, puede servir como señal que, en 

combinación con los cationes divalentes, contribuye para que Salmonella distinga 
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entre los ambientes extracelular e intracelular. En respuesta a estas señales, el 

sistema PhoP/PhoQ permanecería inactivo. Una vez en el ambiente intravacuolar de 

la célula hospedadora, la ausencia de estas señales represoras junto con la presencia 

de condiciones activadoras, como el pH acídico y la presencia de péptidos catiónicos 

microbicidas, activaría el sistema. Esto permitiría a la bacteria inducir la expresión de 

factores de virulencia que contrarresten los mecanismos de defensa de la célula 

infectada, favoreciendo la sobrevida y la diseminación bacteriana. 

Por último, el conocimiento del mecanismo de acción a nivel molecular posee 

potencialidad de aplicación profiláctica o terapéutica en el diseño de moléculas 

sintéticas con base en esta molécula de origen natural, y para un rastreo orientado de 

compuestos estructuralmente relacionados con acción farmacológica. 
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Los arrays de ácidos nucleicos, o simplemente los arrays de ADN, son un grupo 

de tecnologías en las cuales secuencias específicas de ADN (sondas) son depositadas o 

sintetizadas sobre una superficie en una matriz de dos dimensiones, de manera que el 

ADN es unido de forma covalente o no covalente en un punto de la superficie. 

Generalizando a un gran número de puntos de ADN, un array puede ser usado para 

cuantificar una gran variedad de diferentes secuencias de ácidos nucleicos en 

solución. Típicamente, un array de ADN es usado para probar una solución de una 

mezcla de ácidos nucleicos marcados, y la unión (por hibridación) de estos “blancos” 

a las sondas en el array es usada para medir la concentración relativa de las especies 

de ácidos nucleicos en la solución (255). La anotación de las secuencias genómicas de 

diversos organismos ha sido usada para construir microarrays (microarreglos) 

conteniendo la mayoría o todos los genes predichos en un genoma (256). 

La principal aplicación de los microarreglos de ADN es determinar los niveles de 

expresión génica. Para ello, el ARN es extraído de las células de interés, para luego ser 

tanto marcado directamente, o convertido a un ADNc marcado, o convertido a un 

ADNc unido al promotor de la T7 polimerasa el cuál es luego convertido a ARNc 

mediante el proceso de amplificación de Eberwine. El ADNc o ARNc marcado es luego 

hibridado a las sondas presentes en el microarreglo, el mismo es lavado para eliminar 

las interacciones inespecíficas y la señal detectada por medición de la fluorescencia 

en cada punto. La fluorescencia inducida por láser generalmente es medida con un 

microscopio confocal. La intensidad de la(s) señal(es) en cada punto es tomada como 

una medida del nivel de expresión del correspondiente gen (255).  

Por ejemplo, en un microarreglo de dos colores, los transcriptos extraídos de 

dos condiciones diferentes son marcados con compuestos fluorescentes distintos 

mientras se convierten a ADNc. Estas muestras marcadas son luego hibridadas a la 

sonda complementaria inmovilizada en el array. La abundancia relativa de cada 

transcripto en las dos condiciones diferenciales puede ser determinada mediante la 

medición de la intensidad de luz de los distintos fluoróforos (257). 

Como parte del trabajo efectuado en el marco del convenio de cooperación 

bilateral del Programa de Cooperación Científico-Tecnológica MINCyT-MICINN 

(Ministerios de Ciencia de Argentina y España, respectivamente), se prepararon 

muestras de ARN de cepas de S. Typhimurium 14028s salvaje y phoP crecidas en 

ausencia y presencia de ácido linoleico, y se utilizaron las mismas para llevar a cabo 
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ensayos de microarreglos. Estos protocolos fueron realizados en el Laboratorio de 

Patógenos Bacterianos Intracelulares (Centro Nacional de Biotecnología, Madrid), que 

se encuentra bajo la dirección del Dr. Francisco García-del Portillo. 

 

R&D. II. 1. Obtención de muestras de ARN y realización de ensayos de 

microarreglos 

Las muestras de ARN de las cepas de S. Typhimurium salvaje y phoP crecidas 

en medio de cultivo LB en ausencia o presencia de ácido linoleico fueron obtenidas 

como se detalla en la sección M&M.20.a. Luego de realizar el control de la 

concentración y la calidad de las mismas, se determinó que eran aptas para realizar 

los ensayos de microarreglos, labor que fue llevada a cabo por el Servicio de 

Genómica del Centro Nacional de Biotecnología (Consejo Superior de Investigaciones 

Científicas, Madrid, http://www.cnb.csic.es/index.php/es/servicios/genomica.html). 

El Servicio de Genómica nos proporcionó los resultados como relación entre 

dos condiciones dadas, a saber: phoP+/phoP-, phoP+/wt+, phoP-/wt-, y wt+/wt-; 

donde “wt” y “phoP” denotan las cepas de Salmonella salvaje o mutante en el 

regulador de respuesta PhoP, y los signos “-“ y “+” denotan la ausencia o presencia de 

C18:2 en el medio de crecimiento, respectivamente. Estos datos fueron analizados 

con el programa FIESTA (232), que mediante la aplicación de filtros permite obtener 

información respecto de los genes activados o reprimidos en cada una de las 

relaciones arriba mencionadas. Finalmente, se utilizó el programa VENNY (233) para 

realizar las combinaciones adecuadas entre estos resultados obtenidos, y extraer 

datos a partir de las intersecciones o exclusiones entre los conjuntos formados. 

En primer lugar, a partir de los datos del conjunto phoP-/wt- se aplicó un 

filtro para obtener como resultado el conjunto de genes que estuvieran activados por 

el regulador transcripcional. A partir de esta lista fue posible verificar la existencia de 

un gran número de genes previamente reportados como activados por PhoP, como 

por ejemplo virK, phoP, pmrD, pagC, mig-14 y pipD, entre otros, lo que constituyó una 

validación interna del experimento realizado. 
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R&D. II. 2. Análisis de los resultados del ensayo de microarreglos: conjunto de 

genes reprimidos por ácido linoleico de manera dependiente de PhoP 

En una primera aproximación, de las diversas combinaciones posibles, nos 

focalizamos en los resultados correspondientes a genes activados por PhoP que 

además fueran reprimidos por ácido linoleico de manera PhoP-dependiente. Para 

ello, se utilizaron los resultados de la relación wt+/wt- (es decir aquellos regulados 

por C18:2 en la cepa salvaje) y de la relación phoP+/phoP- (aquellos regulados por 

C18:2, PhoP-independientes). Utilizando el programa FIESTA se estableció como 

filtro un valor de logRatio(M) < -0,5 (que representa el logaritmo de la expresión 

diferencial de cada gen entre ambas condiciones: log2 condic. 1/condic. 2), de manera de 

obtener los genes regulados por C18:2 cuya expresión estuviera disminuida en 

presencia del ácido graso respecto a la condición sin agregado del mismo. Además, se 

estableció como filtro que al menos 2 sondas (N≥2) correspondientes al mismo gen 

presenten un valor de M menor a -0,5. Luego, con la lista de los elementos reprimidos 

por ácido linoleico en las cepas salvaje y phoP, se realizó el diagrama de Venn 

correspondiente, que puede observarse en la figura R&D.II.1. 

 

 

 

Para obtener los genes de nuestro interés (reprimidos por C18:2, 

PhoP-dependientes), fue necesario tomar aquellos reprimidos por el ácido graso en la 

cepa salvaje y descartar aquellos que también son reprimidos por este compuesto de 

manera independiente de PhoP, lo cual corresponde al conjunto excluido a la 

izquierda del diagrama de Venn. Este grupo contiene 262 elementos, pero dado que 

algunos de ellos son controles internos del ensayo de microarreglos, finalmente se 

 

FIGURA R&D.II.1: Diagrama de Venn. El conjunto en azul (izquierda) representa los genes reprimidos por C18:2 en la 
cepa salvaje (wt), mientras que los del conjunto amarillo (derecha) son aquellos reprimidos por el ácido graso en una cepa 
phoP. Aquellos elementos reprimidos por ácido linoleico dependientes de PhoP son los presentes en el conjunto excluido 
de la izquierda (262). 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
CAPÍTULO II – Búsqueda de nuevos genes regulados por el sistema PhoP/PhoQ 

 

 

 

103 

obtuvo una lista de 213 elementos correspondientes a genes conocidos o putativos, 

algunos de los cuales ya fueron caracterizados previamente como parte del regulón 

PhoP, y otros que son posibles nuevos candidatos a ser regulados por este factor de 

transcripción. En primer lugar en este grupo aparece el gen pagC, ya reportado como 

gen regulado por el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. A continuación en la 

lista aparecen diversos genes involucrados en un mismo proceso celular o 

metabólico, como por ejemplo: metabolismo central del carbono (acs, fdhF, manX, 

manZ, aceF, glgC, glgP, glgX, tktB, oadB, frwC, pflB, celB, icdA, dgoA, edd, ybhE, fruF, 

mtlD, pykA, mdh, rbsB, malT, entre otros); metabolismo de diversos aminoácidos, 

particularmente arginina, glutamato y aspartato (astA, argD, astD, gltJ, astB, gltK, 

argT); metabolismo de poliaminas, como putrescina y espermidina (gabT, gabD, gabP, 

potF, potH, gsp); segregación del cromosoma, formación del septo y división celular 

(minE, ftsW, ftsL, ftsK, ftsI, mukB, mukE, minD, ftsE, ftsZ); síntesis de pared celular 

(mraW, mraY, mraZ, murG, dacC, yebA?); biosíntesis y modificación de LPS, y 

biosíntesis de glicerofosfolípidos (rfbI, rfbX, rfbA, ygiH, rfbC, ushB, lpxA, rlpB, pmrF); 

biosíntesis de ácido colánico (wcaL); regulación de la proteasa FtsH (hflC, hflK); 

sistema de sensado de la densidad de población celular o quorum sensing (ydeZ, yneA, 

yneC, ydeY, ego, ydeV); formación del ribosoma (rpsO, rplA, rpsQ, rpsK, rpmB, rplF, 

rplO); cadena de transporte de electrones en la fosforilación oxidativa (cyoE, cyoC, 

nuoL, cyoD, atpC, sdhA); homeostasis de Mg2+ (mgtB, mgtC); entre otros. 

Dada la multiplicidad de procesos que se mostraron afectados en nuestro 

análisis, se decidió seleccionar algunos de ellos para continuar con la búsqueda de 

nuevos genes regulados por el regulador de respuesta PhoP. Fue de nuestro interés 

continuar el estudio sobre los genes involucrados en el metabolismo de arginina, 

glutamato y aspartato, en el metabolismo de putrescina y espermidina, y en el 

mecanismo de sensado de la densidad de población celular (quorum sensing). En la 

tabla R&D.II.1 se detallan estos elementos, se menciona la función de la proteína 

codificada por los mismos y el proceso metabólico o celular en el que participa. 

Además, se indican los valores de M obtenidos al buscar cada gen en los conjuntos de 

datos phoP-/wt- (genes cuya expresión es modulada por el regulador PhoP) y 

wt+/wt- (genes cuya expresión es regulada por ácido linoleico). 
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R&D. II. 3. Identificación de genes candidatos potenciales bajo regulación del 

factor de transcripción PhoP 

A partir de la lista de genes que se encontraron modificados en los procesos 

previamente detallados, se realizó un análisis bioinformático utilizando los 

servidores MEME/MAST (235, 236, 258) para determinar si existían posibles cajas de 

unión a PhoP en las regiones promotoras de aquellos genes no conocidos como 

PhoP-regulados. 

Para lograr este objetivo, se procedió según lo descripto en la sección 

M&M.21. Primero, se obtuvo la matriz de probabilidades resultante del análisis de la 

región promotora de 33 genes PhoP-regulados mediante el servidor MEME (Multiple 

EM for Motif Elicitation), la cual se muestra en la figura R&D.II.2. 

 

 

TABLA R&D.II.1: Elementos presentes en el conjunto de resultados PhoP-activados reprimidos por C18:2. Sólo se 
indican aquellos genes que fueron analizados posteriormente. Las columnas indican: Pos., posición en la lista completa 
obtenida; Sonda, nombre de la sonda en el ensayo de microarreglos; Anotación COG, clasificación según Clusters of 
Orthologous Groups of proteins (331); Valor M, valores M obtenidos al buscar la respectiva sonda en los conjuntos de datos 
phoP-/wt- y wt+/wt-. 
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Posteriormente, esta matriz de probabilidades fue utilizada para buscar 

posibles sitios de unión a PhoP en las regiones promotoras de los genes previamente 

seleccionados a partir del ensayo de microarreglos. Con este fin, se tomaron del 

genoma de Salmonella Typhimurium 14028s las regiones codificantes de cada gen u 

operón flanqueadas por 300 pb corriente arriba y 300 pb corriente abajo, y se 

analizaron utilizando el servidor MAST (Motif Alignment and Search Tool) aplicando 

como matriz la obtenida previamente en el servidor MEME (figura R&D.II.2). En 

primera instancia, se analizaron los genes argD, argT y gsp; y los operones astCADBE, 

glt (gltI-sroC-gltJKL-rihA-STM14_0768), gabDTP, potFGHI y lsr (ego-ydeYZ-yneABC-

STM14_4905). 

A continuación, se describirán de manera más detallada los procesos 

metabólicos y celulares, con los resultados obtenidos en la búsqueda de cajas de 

unión a PhoP en los genes y operones anteriormente mencionados. 

 

3. a. Metabolismo de arginina, glutamato y aspartato 

En los resultados del ensayo de microarreglos, se observó que numerosos 

genes que codifican enzimas de las vías de metabolismo de aminoácidos se 

encontraban afectados. En este sentido, fue consistente el hecho de que se encontrara 

reprimida la expresión, en presencia de C18:2 de manera PhoP-dependiente, de 

varios genes del operón ast y del operón glt, así como también la expresión de los 

genes argD y argT. A continuación, se describe el metabolismo de aminoácidos, y la 

función y regulación de los genes y operones recién mencionados. 

 

FIGURA R&D.II.2: Matriz probabilidad de los sitios consenso de unión de PhoP. Obtenida mediante el servidor MEME, 
utilizando como entrada las regiones promotoras de 33 genes regulados por el sistema PhoP/PhoQ. A la izquierda se 
muestra la secuencia consenso correspondiente a la hebra positiva, mientras que a la derecha se muestra la 
correspondiente a la hebra complementaria invertida. 
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El glutamato y la glutamina son los mayores donantes intracelulares de 

nitrógeno, aportando 75% y 25% del nitrógeno celular, respectivamente (259). Por lo 

tanto, la asimilación de nitrógeno debe resultar en la síntesis de estos dos donantes 

de nitrógeno. El amonio puede ser considerado la fuente externa de asimilación de 

nitrógeno. Hay dos rutas para la fijación del amonio extracelular: en la primera, la 

glutamato deshidrogenasa asimila amonio y sintetiza glutamato a partir de α-

cetoglutarato; mientras que en la segunda, la glutamina sintetasa asimila amonio y 

genera glutamina, la cual puede ser luego transformada en glutamato por la 

glutamato sintasa. La primera vía se asocia con la presencia de amonio y no consume 

ATP, en tanto la segunda está asociada con bajos niveles de amonio o crecimiento en 

otras fuentes de nitrógeno y requiere ATP para su funcionamiento. Por lo tanto, la 

primera de las vías es fisiológicamente ventajosa en presencia de carbono y energía 

limitantes, mientras que la segunda es utilizada cuando hay energía disponible (259). 

Por otra parte, en ausencia de amonio, E. coli y organismos relacionados, pueden 

utilizar un número reducido de fuentes de nitrógeno, como aminoácidos, nucleósidos, 

bases nitrogenadas, etc. El catabolismo de estas fuentes alternativas de nitrógeno 

puede producir amonio para la síntesis de glutamina, uno de los donantes 

intracelulares de nitrógeno. Esta respuesta coordinada a la limitación de nitrógeno se 

denomina respuesta regulada por nitrógeno (Ntr) (259). La mayoría de los genes 

regulados por esta respuesta codifican proteínas de transporte: amtB (amonio), argT-

hisJMPQ (arginina, lisina, ornitina e histidina), codB (citosina), cycA (D-alanina, D-

serina, y glicina), ddpXABCDE (D-alanil-D-alanina), dppABCDE (dipéptidos), gabP 

(GABA), glnHPQ (glutamina), gltIJKL (glutamato-aspartato), nupC (nucleósidos), 

oppABCD (oligopéptidos), potFGHI (putrescina), entre otros. En otras palabras, 

existen sistemas de transporte Ntr-dependientes solo para aquellos aminoácidos que 

pueden rápidamente proveer nitrógeno para la síntesis de glutamato y glutamina 

(260). En resumen, el patrón de expresión génica de la respuesta Ntr promueve la 

asimilación de amonio, la degradación de nitrógeno y el aumento de los niveles de 

poliaminas (como por ejemplo putrescina) (261). 

El operón ast codifica para las enzimas de la vía de la arginina 

succiniltransferasa (AST), encargadas del catabolismo de arginina en condiciones 

aeróbicas (figura R&D.II.3) (262). Esta vía es requerida para el crecimiento con 

arginina como la única fuente de nitrógeno. Su expresión es moderada durante la 
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limitación general de nitrógeno, y máxima en presencia de arginina. Además, el 

operón ast se encuentra inducido en fase estacionaria de crecimiento (263, 264).  

 

 

 

La región promotora del operón ast contiene sitios de unión a diversos 

reguladores, entre ellos NtrC (proteína reguladora de nitrógeno C, también 

denominado NRI, regulador de nitrógeno I), CRP (regulador transcripcional global 

activado por AMP cíclico), y ArgR (represor de la biosíntesis de arginina). La proteína 

NtrC es el regulador de respuesta del sistema de dos componentes NtrB/NtrC, cuya 

actividad se encuentra inducida en condiciones de deprivación de amonio en el medio 

(265). En Salmonella Typhimurium, a diferencia de lo que ocurre en E. coli, la 

inducción de la expresión del operón ast requiere de una proteína represora ArgR 

funcional. Por otra parte, para la inducción del sistema bajo condiciones limitantes de 

carbono se necesita tanto de las proteínas CRP como ArgR funcionales (266). Es 

interesante destacar que el gen crp también se encuentra entre aquellos identificados 

como reprimidos por ácido linoleico de manera PhoP-dependiente en los resultados 

de los experimentos de microarreglos (tabla R&D.II.1). Sin embargo, la búsqueda 

mediante el servidor MAST de cajas putativas de unión a PhoP en la región promotora 

tanto del gen crp como del gen argR no arrojó resultados positivos. Entonces, en una 

primera aproximación experimental, decidimos realizar este análisis sobre las 

 
FIGURA R&D.II.3: Vía de la arginina succiniltransferasa (AST). Los genes indicados codifican para las enzimas: astA, 
arginina succiniltransferasa; astB, succinilarginina dehidrolasa; astC, succinilornitina transaminasa; astD, succinilglutámico 
semialdehído deshidrogenasa; astE, succinilglutamato desuccinilasa. En rojo se indican los genes que se encontraron 
reprimidos en el ensayo de microarreglos (tabla R&D.II.1). 
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secuencias del operón ast y de los genes glnL-glnG (ntrB-ntrC), cuyos resultados se 

muestran en la tabla R&D.II.2. 

 

 

 

El análisis de los resultados muestra que existe una caja putativa de unión a 

PhoP en la región promotora de este operón, 105 pb corriente arriba (tomando el 

centro de la secuencia consenso) respecto al sitio de inicio de la traducción del gen 

astC, el primero del operón ast. Por otra parte, para el caso de ntrBC, se encontraron 4 

cajas posibles de reconocimiento por el regulador transcripcional PhoP; mientras que 

3 de ellas se localizan dentro de la secuencia codificante de ntrC, otro de los sitios 

probables se encuentra dentro de la secuencia del gen ntrB, corriente arriba del ATG 

que inicia la síntesis de la proteína NtrC. Además, a pesar de que los genes ntrB y ntrC 

no han sido identificados en la lista de elementos putativos (figura R&D.II.1, conjunto 

excluido de la izquierda), su expresión se encuentra disminuida cuando se buscan 

estos genes en el conjunto de resultados phoP-/wt- (valores M de -1,24, -1,53 y -1,99 

para ntrB; y de -1,67, -2,09 y -2,48 para ntrC), indicando que podría tratarse de genes 

PhoP-activados. Esto nos lleva a hipotetizar que los resultados observados sobre la 

expresión del operón ast en los ensayos de microarreglos podrían ser debidos a una 

 

TABLA R&D.II.2: Cajas putativas de unión al regulador transcripcional PhoP. Se indica en negrita los motivos consenso 
encontrados en la región promotora o dentro de la secuencia codificante de los genes u operones, mediante el análisis con 
el servidor MAST. En números se indica la distancia en pares de bases, corriente arriba o corriente abajo, respecto al codón 
de inicio de la traducción (ATG). 
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regulación directa por parte de PhoP o por una vía indirecta que involucre a 

NtrB/NtrC. 

Como se mencionó previamente, la expresión del operón ast está sujeta a la 

regulación por parte de NtrC, ArgR y CRP. Se ha confirmado mediante ensayos de 

protección a la DNasa I (266) la unión de NtrC a dos sitios ubicados en una región de 

55 pb que se encuentra localizada 303 pb corriente arriba del sitio de inicio de la 

traducción de astC. En ese mismo estudio también se define la zona de protección por 

parte de ArgR, 138 pb ubicados a 169 pb respecto del ATG de inicio de astC. La caja 

putativa de unión a PhoP identificada en nuestro análisis se ubica ligeramente 

superpuesta al último hemisitio de unión a ArgR. Además, corriente abajo de todos 

estos elementos regulatorios se localiza la región promotora para el factor σ54, y ha 

sido propuesto que la función de ArgR es unirse a la región localizada ente los sitios 

de NtrC y el factor σ54, de manera de acercar NtrC a la ARN polimerasa y promover la 

transcripción del operón ast (266). En este sentido, podemos hipotetizar que la unión 

del regulador de respuesta PhoP en esta misma zona podría estar produciendo un 

efecto análogo, es decir, acercando los sitios de unión de los diversos reguladores 

para lograr la formación del complejo con la ARN polimerasa y la consecuente 

transcripción del operón. 

Por su parte, el operón glt (gltI-sroC-gltJKL-rihA-STM14_0768) codifica para 

un sistema ABC implicado en el transporte de glutamato y aspartato. Los genes 

gltIJKL codifican para las unidades estructurales del sistema y para una proteína de 

unión a ATP, respectivamente, mientras que el gen sroC está anotado como 

codificando para un ARN pequeño no codificante (267) y rihA codifica para una 

ribonucleósido hidrolasa específica de pirimidinas. No existe función asignada para el 

último gen del operón. Más allá de la anotación de estos genes como parte de un 

sistema de transporte de glutamato-aspartato, no existe evidencia que apoye esta 

posibilidad (260, 268). Un estudio reciente realizado por Zimmer y cols. muestra que 

el operón gltIJKL de E. coli se encuentra inducido en condiciones de nitrógeno 

limitante, y que esta activación está dada por los factores de transcripción NtrC y Nac 

(260). Además, previamente se estableció que la proteína NtrC promueve la 

transcripción del gen nac. Trabajos previos utilizando ensayos de Northern blotting 

no detectaron la presencia del gen nac en S. Typhimurium (269). No obstante, un 

análisis mediante el algoritmo BLAST utilizando como secuencia de búsqueda la del 
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gen nac de Salmonella Typhi sobre el genoma de S. Typhimurium 14028s arrojó una 

secuencia con un 78% de identidad, identificada como STM14_0807. Esta secuencia 

esta anotada como un regulador transcripcional putativo de la familia LysR, similar a 

la proteína Nac de E. coli. Sin embargo, la funcionalidad de la proteína codificada por 

este gen no ha sido ensayada. 

Los resultados provenientes del análisis del operón glt y del gen nac de 

Salmonella Typhimurium 14028s se muestran en la tabla R&D.II.3. Para el primero de 

ellos, puede apreciarse que ambas secuencias putativas se localizan dentro de las 

regiones codificantes de los genes; la primera se encuentra inserta en el gen gltL, a 

145 pb del ATG de inicio de la traducción del mismo y a 695 pb del ATG del siguiente 

gen rihA, en tanto la segunda se ubica dentro del último gen del operón, STM14_0768. 

El gen rihA codifica para una ribonucleósido hidrolasa y, si bien no ha sido 

encontrado en la lista de genes putativos (figura R&D.II.1, conjunto excluido de la 

izquierda), su expresión se encuentra disminuida (valores M de -1,75, -1,88 y -2,64) 

cuando se busca este gen en el conjunto de resultados phoP-/wt-, indicando que su 

expresión podría estar regulada por PhoP. 

 

 

 

En cuanto al segundo gen, existe un sitio probable de unión en la región 

promotora del gen STM14_0807 (nac), mientras que otro de ellos se ubica dentro de 

 

TABLA R&D.II.3: Cajas putativas de unión al regulador transcripcional PhoP. Se indica en negrita los motivos consenso 
encontrados en la región promotora o dentro de la secuencia codificante de los genes u operones, mediante el análisis con 
el servidor MAST. En números se indica la distancia en pares de bases, corriente arriba o corriente abajo, respecto al codón 
de inicio de la traducción (ATG). 
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la región codificante del mismo. En este caso, al igual que lo mencionado para el 

operón ast, cabe la posibilidad de que los cambios observados en los ensayos de 

microarreglos sean debidos a una acción directa de PhoP sobre la expresión del 

operón o a una regulación indirecta que involucre a NtrC y/o Nac. 

El gen argD codifica una proteína bifuncional N-succinildiaminopimelato 

aminotransferasa/acetilornitina transaminasa. Esta enzima es requerida para la 

biosíntesis de arginina a través de una serie de intermediarios N-acetilados, 

incluyendo N-acetilornitina (figura R&D.II.4). La represión del gen argD es mediada 

por ArgR, el represor de arginina (270). 

 

 

 

Por último, el gen argT codifica para la proteína periplásmica de unión a 

lisina-arginina-ornitina ArgT. En S. Typhimurium, corriente abajo de este gen se 

encuentra el operón de transporte de histidina hisJQMP. Los componentes de 

membrana de este transportador ABC interaccionan con dos proteínas periplásmicas 

diferentes con distinta especificidad de sustrato: HisJ, que une histidina y arginina, y 

ArgT, que une lisina, arginina y ornitina (271, 272). Cabe mencionar que el gen hisJ 

también se encuentra entre aquellos identificados como activados por PhoP e 

inhibidos en presencia de ácido linoleico en los ensayos de microarreglos (tabla 

R&D.II.1, no mostrado). Se ha observado que la limitación de nitrógeno induce ArgT 

en E. coli y en S. Typhimurium, y que esta inducción no requiere de arginina (260, 

272). Los resultados obtenidos para los genes argD y argT se visualizan en la tabla 

 

FIGURA R&D.II.4: Vía de síntesis de arginina. Los genes indicados codifican para las enzimas: argA, N-acetilglutamato 
sintasa; argB, acetilglutamato quinasa; argC, N-acetilglutamil fosfato reductasa; argD, acetilornitina transaminasa; argE, 
acetilornitina deacetilasa; argF, argI, ornitina carbamoiltransferasas; argG, argininosuccinato sintasa; argH, 
argininosuccinato liasa. En rojo se indica el gen que se encontró reprimido en el ensayo de microarreglos (tabla R&D.II.1). 
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R&D.II.4. En estos casos, ambas cajas putativas de unión del factor de transcripción 

PhoP se encuentran en las regiones promotoras de los genes arg mencionados. 

 

 

 

Otra de las vías implicadas en el catabolismo de arginina, además de la vía de 

la arginina succiniltransferasa (AST), es la vía de la arginina deiminasa (ADI). En 

general, tres enzimas constituyen el sistema ADI: arginina deiminasa (ADI), ornitina 

transcarbamoilasa (OTC), y carbamato quinasa (CK), las cuales catalizan la 

conversión de L-arginina en ornitina, amonio y dióxido de carbono con la formación 

de ATP (273). Esta vía enzimática se encuentra ampliamente distribuida y se conoce 

que provee energía celular, particularmente en condiciones de oxígeno limitado. 

Además de su función metabólica, el sistema ADI es empleado, por ejemplo por 

Streptococcus pyogenes, para resistir la acidez mediante la generación de amonio, de 

esta manera neutralizando pH acídico (274, 275). In vivo, esta vía podría servir como 

fuente de energía, dado que una molécula de ATP es producida por cada molécula de 

arginina. Concomitantemente, se forma ornitina, que puede ser degradada en una 

reacción de un solo paso a la poliamina putrescina. Las poliaminas poseen diversas 

funciones, desde mantener la conformación optima de los ácidos nucleicos, como 

constituyentes de la membrana externa, o protegiendo frente al stress oxidativo o 

ácido para contribuir con la patogénesis (276). 

Estudios previos han revelado que cepas de S. Typhimurium auxótrofas para 

purinas, pirimidinas y aminoácidos son incapaces de sobrevivir dentro de macrófagos 

(10, 277). Un trabajo realizado por Choi y colaboradores ha demostrado que la 

actividad ADI en S. Typhimurium juega un rol en la infección exitosa del hospedador 

 
TABLA R&D.II.4: Cajas putativas de unión al regulador transcripcional PhoP. Se indica en negrita los motivos consenso 
encontrados en la región promotora o dentro de la secuencia codificante de los genes u operones, mediante el análisis con 
el servidor MAST. En números se indica la distancia en pares de bases, corriente arriba o corriente abajo, respecto al codón 
de inicio de la traducción (ATG). 
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mamífero. Una cepa mutante en la enzima ADI fue deficiente en la replicación dentro 

de macrófagos murinos y atenuada en la virulencia en ratones. Más aún, la expresión 

de los genes de la vía ADI se encontró aumentada dentro de los macrófagos (273). 

En base a estos antecedentes es que decidimos realizar la búsqueda de cajas 

probables de unión a PhoP en la región de los genes que codifican para la vía ADI. En 

S. Typhimurium 14028s no han sido descriptos y caracterizados los genes de esta vía; 

sin embargo, una búsqueda rápida en el genoma de esta cepa permitió la 

identificación de un locus (que denominaremos adi) con una organización similar a lo 

reportado (273). En esta cepa, los genes han sido anotados como STM14_5361 (ADI 

putativa), STM14_5360 (CK putativa), STM14_5358 (OTC putativa), STM14_5357 

(anti-transportador arginina/ornitina putativo) y STM14_5355 (ArgR putativa). El 

análisis de este locus brindó como resultado una única secuencia hipotética de unión 

a PhoP, que se detalla en la tabla R&D.II.5. 

 

 

 

De manera adicional, la vía ADI podría jugar un rol en el escape a los sistemas 

de defensa del hospedador. De hecho, en células eucariotas, la arginina es el sustrato 

de varias enzimas, entre ellas la sintasa de óxido nítrico (NOS), responsable de la 

producción de óxido nítrico (NO) (278–280). Una sintasa de óxido nítrico particular, 

la NOS inducible (iNOS), es inducida por LPS, proteínas de membrana externa o 

citoquinas en diversas células y tejidos, incluyendo células de epitelio intestinal (279, 

281, 282). Las grandes cantidades de NO producido por la iNOS en células epiteliales 

se consideran beneficiosas, dado que pueden tener efecto letal sobre la bacteria 

infectiva (283, 284). Sin embargo, si la arginina es limitante, solo pequeñas 

cantidades de NO serán producidas. Por lo tanto, la expresión de vías de catabolismo 

de arginina que reduzcan los niveles de arginina del pool de aminoácidos del 

 

TABLA R&D.II.5: Cajas putativas de unión al regulador transcripcional PhoP. Se indica en negrita los motivos consenso 
encontrados en la región promotora o dentro de la secuencia codificante de los genes u operones, mediante el análisis con 
el servidor MAST. En números se indica la distancia en pares de bases, corriente arriba o corriente abajo, respecto al codón 
de inicio de la traducción (ATG). 
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hospedador puede ser un mecanismo para evitar la acumulación de NO y la muerte de 

Salmonella. 

Finalmente, se ha comprobado que varios patógenos alteran el metabolismo 

de arginina dentro de las células del hospedador (285–287). Recientemente, se ha 

determinado que la proteína ArgT se encuentra inducida entre 2 y 3 veces luego de la 

infección por S. Typhimurium (288). Más aún, los autores establecieron que 

Salmonella intravacuolar recluta los transportadores de arginina de la célula 

hospedadora, pero también adquiere la arginina del hospedador a través de su propio 

transportador, ArgT. Por su parte, las mutantes en argT presentaron crecimiento 

atenuado tanto en macrófagos como en un modelo de infección murino, indicando 

que la proteína ArgT es un determinante esencial en la virulencia de esta bacteria 

(288). El incremento en la cantidad de transportadores de arginina del hospedador 

en respuesta a la infección por Salmonella es un mecanismo de inmunidad innata 

tendiente a aumentar la producción de NO de la célula infectada, para controlar la 

infección por esta bacteria. Sin embargo, este mecanismo es aprovechado por el 

patógeno en su propio beneficio: los transportadores del hospedador son localizados 

en la vacuola conteniendo a Salmonella (SCV), llevando a un aumento en la captación 

de arginina por parte de la bacteria. De esta manera, Salmonella captura la arginina y 

la mantiene lejos de la vía de síntesis de NO. Adicionalmente, la bacteria adquiere 

arginina para la síntesis proteica propia sin costo adicional (288). 

 

Nuestros resultados de los experimentos de microarreglos muestran que 

diversos genes involucrados en el transporte y metabolismo de arginina se 

encuentran afectados en presencia del regulador PhoP. De validarse estas 

observaciones, podríamos especular que la activación del sistema PhoP/PhoQ 

promovería la captación de la arginina presente en el hospedador y la degradación de 

la misma por las vías AST y ADI, lo que mantendría bajos los niveles de óxido nítrico y 

generaría glutamato y amonio, que sirven como fuente intracelular de nitrógeno y 

como neutralizador del pH acídico intravacuolar, respectivamente. De verificarse 

nuestra hipótesis, estaríamos en condiciones de establecer un nuevo blanco de 

regulación del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ, que tendría como finalidad 

promover la sobrevida intracelular de Salmonella mediante la modulación del 

metabolismo de aminoácidos durante el proceso infectivo de esta bacteria. 
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3. b. Metabolismo de poliaminas 

Otros de los procesos que mostraron gran cantidad de genes afectados en 

nuestro análisis fueron el transporte y metabolismo de poliaminas. En este caso, los 

genes gabT, gabD, gabP, potF, potH y gsp se encuentraron reprimidos en presencia de 

ácido linoleico y de manera dependiente de PhoP. Los tres primeros genes 

mencionados forman parte del operón gabDTPC, el cuarto y quinto gen también 

forman parte de otro operón, potFGHI, mientras que el último gen codifica para una 

proteína bifuncional glutationilespermidina amidasa/glutationilespermidina 

sintetasa, que cataliza la formación de glutationilespermidina a partir de glutatión y 

espermidina (así como también la reacción inversa). 

Las poliaminas son pequeñas aminas catiónicas presentes en todas las células 

vivas. Las principales poliaminas en bacterias son putrescina y espermidina (289), y 

están involucradas en diversas funciones que incluyen señalización intracelular, 

resistencia a stress, resistencia a péptidos catiónicos, aminoglicósidos y quinolonas, y 

síntesis de ARN y proteínas (290–293). El contenido de poliaminas en las células está 

complejamente regulado por la biosíntesis, degradación, captación y excreción (294). 

Los precursores en la biosíntesis de putrescina son arginina (a través de agmatina) y 

ornitina, mientras que la degradación de la misma lleva a la generación de ácido 

γ-aminobutírico (GABA) y posteriormente a succinato (figura R&D.II.5). 

El operón gabDTPC sintetiza las proteínas responsables del catabolismo de 

ácido γ-aminobutírico (figura R&D.II.5), uno de los intermediarios en la degradación 

de poliaminas. Cada gen del operón ha sido implicado en el catabolismo de GABA: 

GabD, una succinato semialdehído dehidrogenasa NADP específica que convierte 

succinato semialdehído en succinato; GabT, una transaminasa que desamina GABA a 

succinato semialdehído; y GabP, una permeasa para GABA (259, 295). Por su parte, 

GabC parece ser un repressor específico, ya que una deleción en gabC estimula el 

crecimiento con GABA como única fuente de nitrógeno (261). Tanto la limitación en 

nitrógeno como el ingreso en fase estacionaria de crecimiento activan la expresión del 

operón gab, mientras que en la primera de las condiciones se requiere de la proteína 

Nac, en el segundo caso es necesario el factor σS (260, 296, 297). 
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Por su parte, el operón potFGHI expresa un sistema de transporte ABC de 

captación de poliaminas. Hay dos sistemas de captación de poliaminas que funcionan 

a pH neutro, ambos pertenecientes a la familia de transportadores que unen ATP: 

uno, conformado por las proteínas PotA, PotB, PotC y PotD, que capta espermidina de 

modo preferencial; y otro, específico para captación de putrescina, que comprende las 

proteínas PotF, PotG, PotH y PotI (figura R&D.II.6). La primera, PotF, es la proteína 

periplásmica de unión a sustrato (putrescina); PotG es la proteína de unión a ATP; 

mientras que PotH y PotI son las proteínas integrales de membrana de este sistema 

de transporte de tipo ABC. 

Otros dos transportadores de poliaminas, formados por una sola proteína, 

son PotE y CadB, que funcionan como anti-transportadores de putrescina/ornitina y 

cadaverina/lisina, respectivamente (294). Los genes potE y cadB constituyen un 

operón con genes para la ornitina descarboxilasa inducible (speF) o la lisina 

descarboxilasa inducible (cadA), respectivamente. Estas cuatro proteínas (PotE, CadB, 

SpeF y CadA) son importantes para el crecimiento celular a pH ácido porque pueden 

 
FIGURA R&D.II.5: Vías de síntesis y catabolismo de poliaminas. Los genes indicados codifican para las enzimas: speA, 
arginina decarboxilasa; speB, agmatinasa; speC, speF, ornitina decarboxilasas; speD, S-adenosilmetionina (SAM) 
decarboxilasa; speE, espermidina sintasa; patA, putrescina transaminasa; patD, γ-aminobutiraldehído deshidrogenasa 
NAD-dependiente; gabT, γ-aminobutirato aminotransferasa; gabD, succinato semialdehido deshidrogenasa I. En rojo se 
indican los genes que se encontraron reprimidos en el ensayo de microarreglos (tabla R&D.II.1). 
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ayudar a neutralizar el pH en el medio mediante la excreción de poliaminas (298, 

299). También se ha reportado un nuevo transportador de putrescina PuuP, como 

una de las proteínas involucradas en la vía de utilización de putrescina (300). 

Además, la espermidina es excretada a través de MdtJI cuando esta poliamina se 

sobreacumula en E. coli (301). 

 

 

 

Los resultados obtenidos del análisis de los operones gabDTPC y potFGHI se 

visualizan en la tabla R&D.II.6. Para el primero de ellos, el sitio de unión predicho 

para PhoP se ubica en el marco de lectura del gen gabT; mientras que para el caso de 

los genes pot, la caja PhoP encontrada está localizada en la secuencia codificante para 

el gen potH. Si bien es necesaria la correcta verificación, estos resultados son 

llamativos dado que las supuestas cajas de unión al regulador de respuesta se 

encuentran dentro o corriente abajo de los genes que se identificaron como 

reprimidos en el ensayo de microarreglos (gabT, gabD, gabP, potF y potH). Por último, 

no se encontraron secuencias probables de unión a PhoP en las regiones promotora o 

codificante del gen gsp. 

 

 

FIGURA R&D.II.6: Sistemas de transporte de poliaminas. Las letras indican la proteína Pot correspondiente. ESP, 
espermidina; PUT, putrescina; Orn, ornitina; CAD, cadaverina; Lis, lisina; MI, membrana interna. Los genes que se 
encontraron reprimidos en el ensayo de microarreglos (tabla R&D.II.1) codifican para las proteínas PotF y PotH. 
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Más allá de estos resultados, se decidió ampliar la búsqueda de genes 

regulados por la proteína PhoP a aquellos relacionados con la síntesis de putrescina. 

Se analizó la secuencia de los genes speA, speB, speC, speED y speF-potE. No se 

obtuvieron resultados positivos excepto para los casos de speB y speF-potE, si bien 

para éstos últimos la caja predicha de unión al regulador de respuesta se ubica dentro 

del marco de lectura del gen potE, por lo que no se continuó con su análisis. Sin 

embargo, en el caso de speB (que codifica la enzima encargada de la conversión de 

agmatina en putrescina, con la concomitante liberación de urea, figura R&D.II.5) se 

detectó un sitio putativo de unión a PhoP a 72 pb respecto al ATG de inicio de la 

traducción (tabla R&D.II.6). Más aún, una búsqueda en los resultados del ensayo de 

microarreglos muestra que la expresión de speB se encuentra disminuida (valores M 

de -2,15, -2,13 y -1,45) en un fondo phoP respecto al entorno salvaje. 

Se ha visto que las poliaminas son requeridas para la virulencia en S. 

Typhimurium (302, 303). En estudios del perfil de expresión génica de S. 

Typhimurium intracelular se ha revelado que la expresión de genes para la captación 

de putrescina y espermidina está activada durante la infección de células epiteliales y 

macrófagos. Además, una mutante en la síntesis de poliaminas es defectiva en la 

invasión, la sobrevida intracelular, la muerte del nematodo Caenorhabditis elegans y 

la infección sistémica en un modelo murino de fiebre tifoidea (302). La invasión y 

sobrevida intracelular pueden ser complementadas por la adición de putrescina y 

espermidina exógena al medio de crecimiento previo a la infección, indicando que 

estas poliaminas funcionan como una señal ambiental que prepara a Salmonella para 

 

TABLA R&D.II.6: Cajas putativas de unión al regulador transcripcional PhoP. Se indica en negrita los motivos consenso 
encontrados en la región promotora o dentro de la secuencia codificante de los genes u operones, mediante el análisis con 
el servidor MAST. En números se indica la distancia en pares de bases, corriente arriba o corriente abajo, respecto al codón 
de inicio de la traducción (ATG). 
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la supervivencia intracelular. En este sentido, se ha demostrado que la expresión de 

los genes de los mayores locus de virulencia, SPI-1 y SPI-2, se activa frente a la 

presencia de poliaminas exógenas, mientras que se encuentra reducida en una 

mutante, indicando que estos compuestos funcionan como señales en las cascadas 

regulatorias que controlan la expresión de genes de virulencia en S. Typhimurium 

(302). 

 

3. c. Mecanismo de sensado de la densidad de población celular (quorum 

sensing) 

Las bacterias regulan la expresión génica en respuesta a cambios en la 

densidad de población celular mediante un proceso llamado quorum sensing. 

Específicamente, las bacterias que poseen este mecanismo liberan y detectan 

moléculas químicas señalizadoras llamadas autoinductores, y responden a la 

acumulación de una concentración estimulatoria umbral de estas moléculas. La 

detección de los autoinductores permite a la bacteria distinguir entre densidades de 

población altas y bajas, y controlar la expresión de genes blanco en respuesta a 

fluctuaciones en el número celular (304). Los autoinductores son altamente 

específicos para las especies que los producen, ya que autoinductores producidos por 

una especie usualmente no influencian la expresión de genes en otras especies (304). 

Una excepción es el caso del autoinductor-2 (AI-2). Este autoinductor es producido a 

partir de S-ribosilhomocisteína (SRH), un producto en la vía de utilización de 

S-adenosilmetionina (SAM). Específicamente, la proteína LuxS produce el clivaje de 

SRH para formar homocisteína y AI-2 (305). Más de 55 especies de Gram-negativos y 

Gram-positivos producen AI-2 (306), y la evidencia actual sugiere que las estructuras 

de estas moléculas son idénticas en diferentes especies bacterianas. Esto es 

consistente con un rol de este compuesto como señal universal utilizada para la 

comunicación bacteriana entre especies (307, 308), dado que una estructura señal 

común podría ser requerida para ser reconocida por múltiples miembros dentro de 

una comunidad con mezcla de especies (305). 

En Salmonella Typhimurium, el sistema encargado de la detección y 

captación de AI-2 se encuentra codificado en el operón lsr (por luxS regulated). La 

organización génica de este operón se muestra en la figura R&D.II.7. El primer gen del 
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operón, lsrA, codifica para una proteína homóloga a la ATPasa RbsA. Los genes lsrC y 

lsrD son homólogos entre sí y con rbsC, y está predicho que sinteticen los 

componentes de un canal de membrana heterodimérico. Por su parte, lsrB codifica 

para una putativa proteína de unión a azúcares homóloga a RbsB. Los genes corriente 

abajo, lsrF y lsrG, está predicho que codifiquen para una aldolasa putativa y para una 

proteína que degrada AI-2, respectivamente. Por su parte, el último gen del operón 

está anotado como STM14_4905 y es homólogo a una ribulosa fosfato epimerasa de E. 

coli (rpe) (304). En sentido divergente a este locus se encuentran otros dos genes: 

lsrR, un regulador transcripcional putativo, que reprime la expresión del operón lsr 

en ausencia de AI-2; y lsrK, una quinasa citoplásmica que fosforila AI-2 cuando 

ingresa a la célula (304, 309). 

 

 

 

En cuanto a la regulación de este sistema, el mismo se encuentra inducido en 

presencia de LuxS y AI-2. Además, la regulación de la expresión del operón lsr por 

parte de AI-2 requiere de la proteína regulatoria de unión a ADN LsrR, represor del 

sistema (304). El mecanismo propuesto para el sistema sería que existe una 

expresión basal del operón lsr, lo que resulta en producción de una pequeña cantidad 

del sistema de transporte Lsr. El transportador permite la internalización de una 

pequeña cantidad de AI-2, el cual es fosforilado por LsrK (que no está regulada por 

luxS o AI-2) y secuestrado en el citoplasma. Entonces, fosfo-AI-2 induce la 

 
FIGURA R&D.II.7: Organización del operón lsr. Los genes indicados codifican para las enzimas: ydeV, quinasa de AI-2; 
ydeW, represor transcripcional putativo; ego, proteína de unión a ATP; ydeY, ydeZ, proteínas canal de membrana; yneA, 
proteína periplásmica de unión a AI-2; yneB, aldolasa putativa; yneC, proteína degradadora de AI-2; STM14_4905, ribulosa 
fosfato 3-epimerasa putativa. Se muestran los sitios de inicio de la transcripción según (267) (flechas) y la localización de 
la caja putativa de unión a PhoP (rectángulo rojo). En rojo se indican los genes que se encontraron reprimidos en el ensayo 
de microarreglos (tabla R&D.II.1). 
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transcripción del operón lsr por inactivación del represor LsrR (309). Se ha 

determinado en E. coli los sitios de unión específicos para LsrR en la región 

promotora del operón lsr, y también se demostró que fosfo-AI-2 deja inactivo a LsrR 

en su capacidad de unirse al ADN y reprimir la expresión de este operón (310). La 

inducción en la transcripción de lsr resulta en una producción incrementada del 

transportador, lo que provoca un aumento en la importación y fosforilación de AI-2, y 

este circuito de retroalimentación lleva a altos niveles de expresión del operón lsr. 

Por último, LsrF y LsrG procesan a fosfo-AI-2 para formar producto(s) que son 

incapaces de interaccionar con LsrR (309). 

Puede parecer fútil un mecanismo en el cual S. Typhimurium sintetiza y 

libera AI-2, solo para importarlo y modificarlo luego. Sin embargo, la producción de 

una señal acoplada a la subsecuente eliminación puede permitir a este 

microorganismo tener flexibilidad en la transición entre diversos modos de 

existencia. Por ejemplo, como AI-2 se asocia con la presencia de varias especies 

bacterianas, altos niveles de AI-2 pueden ser indicativos de la transición desde fuera 

del hospedador al ambiente intestinal, mientras que bajos niveles de AI-2 pueden 

indicar a Salmonella que ha salido del tracto intestinal hacia la siguiente localización 

en la infección, por ejemplo macrófagos, donde S. Typhimurium no se encuentra 

asociada con un gran número de bacterias comensales (304). 

Por lo tanto, la actividad del sistema de quorum sensing debe regular 

procesos que requieren la cooperación de un cierto número de bacterias para ser 

efectivos y donde los individuos en el grupo se benefician a partir de la actividad de 

todo el conjunto celular, como por ejemplo bioluminiscencia, virulencia, producción 

de antibióticos, esporulación y formación de biopelículas (304, 311–317). En este 

sentido, estudios recientes han revelado la importancia del sistema de quorum 

sensing en la virulencia de S. Typhimurium. Se ha visto que un aumento en la 

densidad de población celular lleva a la inducción de invF, cuyo producto es un 

regulador primario de la isla de patogénesis 1 de Salmonella (SPI-1), con la 

consecuente activación de genes expresados desde SPI-1. Esta activación de invF es 

dependiente de la presencia de LuxS o de la adición externa de AI-2. Además, la 

disminución en la expresión de invF en un entorno mutante luxS redujo los niveles de 

transcripción de sigD y sopE, efectores del sistema de secreción tipo 3 (T3SS) 

codificado en SPI-1. Más aún, una cepa luxS de S. Typhimurium presenta niveles 
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reducidos de invasión a células epiteliales y virulencia atenuada en ratones, 

consistente con la disminución observada en la expresión de los genes de SPI-1 (318). 

Un estudio posterior demostró que el represor transcripcional LsrR también estaba 

asociado con la virulencia de Salmonella mediada por SPI-1. Así, la presencia de una 

proteína LuxS funcional permite la generación de fosfo-AI-2, que interactúa con e 

inactiva a LsrR, lo cual promueve la expresión de genes flagelares y SPI-1 regulados. 

Finalmente, se comprobó que la proteína LsrR activa es la responsable de la 

imposibilidad de Salmonella de invadir células epiteliales (319). Estos resultados 

permiten postular un modelo mediante el cual Salmonella reconocería el sitio de 

infección a través de la detección e internalización de moléculas señalizadoras AI-2 

producidas por microorganismos de la flora normal del intestino, además de 

reconocer señales ambientales como alta osmolaridad o concentraciones milimolares 

de cationes divalentes, para inducir la expresión de SPI-1 (320). Entonces, las 

moléculas de AI-2 producidas por la flora normal se acumularían en el tracto 

gastrointestinal. La habilidad de Salmonella de degradar estas moléculas puede ser 

beneficiosa para su virulencia dado que el consumo de AI-2 podría interferir con la 

comunicación entre otras especies bacterianas, y tal vez perturbar la flora de una 

manera que sea favorable para la patogenicidad de Salmonella. 

Estos resultados están en concordancia con los observados en nuestros 

ensayos de microarreglos. Nuestro análisis ha detectado que varios genes 

pertenecientes al operón lsr (ydeZ, yneA, yneC, ydeY y ego) así como el gen que codifica 

para la quinasa LsrK (ydeV) podrían ser activados por PhoP. De esta manera, en las 

condiciones ambientales presentes en el lumen del intestino, el sistema PhoP/PhoQ 

se encuentra inactivo, no hay activación del operón lsr, promoviendo la expresión de 

los genes de SPI-1 como ha sido descripto (13, 20, 22, 105, 121, 141, 321, 322). El 

análisis de las secuencias promotora y codificante del operón lsr mediante el servidor 

MAST llevó a la identificación de dos regiones putativas de unión al regulador de 

respuesta PhoP, como se muestra en la tabla R&D.II.7. 
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La primera de las secuencias mostrada se localiza dentro del marco de 

lectura del gen ego (lsrA), mientras que la segunda se ubica al final de la secuencia 

codificante de STM14_4905 (lsrE). Dada la ubicación de esta última sobre el extremo 

3’ del operón, se descartó esta caja putativa en futuros análisis. La posición dentro del 

operón lsr de la primer caja predicha se muestra en la figura R&D.II.7. De verificarse 

la regulación por parte de PhoP sobre los genes que integran el sistema de quorum 

sensing, esto pondría de manifiesto un nuevo nivel de coordinación durante la 

infección por S. Typhimurium, siendo necesaria una determinada densidad de 

población celular para iniciar la invasión de las células epiteliales intestinales. 

 

R&D. II. 4. Validación de los resultados del ensayo de microarreglos 

Los resultados del experimento de microarreglos, en primera medida, y el 

análisis bioinformático sobre los genes putativos de ser regulados por PhoP, en 

segunda instancia, llevaron a detectar un conjunto de procesos que podrían ser nuevo 

blanco de regulación por el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ de Salmonella 

enterica. Entre ellos, los más relevantes fueron el metabolismo de aminoácidos (como 

arginina, glutamato y aspartato), la respuesta regulada por nitrógeno, el transporte y 

metabolismo de poliaminas, y el sensado de la densidad de población (quorum 

sensing). En base a los resultados bioinformáticos obtenidos, se decidió en primera 

instancia analizar si existía modulación por parte del regulador de respuesta PhoP 

mediante medidas de actividad transcripcional de los operones ast y lsr, y para el caso 

del gen speB. De todos los candidatos posibles que presentaron cajas de unión a PhoP, 

se decidió continuar el análisis sobre el operón ast y el gen speB porque fueron 

 

TABLA R&D.II.7: Cajas putativas de unión al regulador transcripcional PhoP. Se indica en negrita los motivos consenso 
encontrados en la región promotora o dentro de la secuencia codificante de los genes u operones, mediante el análisis con 
el servidor MAST. En números se indica la distancia en pares de bases, corriente arriba o corriente abajo, respecto al codón 
de inicio de la traducción (ATG). 
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aquellos en los que el sitio predicho se localizó en la región promotora de los mismos, 

y cuyas secuencias presentaban mayor correlación con la matriz de probabilidad 

generada a partir de promotores PhoP conocidos (figura R&D.II.2). En el caso del 

operón lsr, si bien la región putativa de unión a PhoP se ubicó dentro de la secuencia 

codificante para uno de los genes, decidimos continuar con el análisis porque 

resultaría muy interesante verificar que el mecanismo de quorum sensing se 

encuentre bajo el control del principal sistema de regulación de la virulencia en 

Salmonella,  el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. 

 

 

 

Con el fin de determinar si la proteína PhoP regula la expresión de algunos de 

los genes previamente mencionados, se construyeron las fusiones reporteras 

ast::lacZ, lsr::lacZ y speB::lacZ mediante recombinación homóloga catalizada por λ 

Red, como se describe en la sección M&M.10. Para los casos de ast y speB, el gen 

 

FIGURA R&D.II.8: Organización de las fusiones transcripcionales ast::lacZ, speB::lacZ y lsr::lacZ. Se muestra de 
manera esquemática el entorno génico luego de la construcción de las fusiones transcripcionales ast::lacZ, speB::lacZ y 
lsr::lacZ. Se indican las regiones codificantes para los genes de cada operon, para el gen de la β-galactosidasa (lacZ), para la 
resistencia a cloranfenicol (cat), y la localización de los sitios de recombinación de la recombinasa flp (FRT) y de la caja 
putativa de unión a PhoP (rectángulo rojo). 
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reportero lacZ fue insertado reemplazando la secuencia codificante para la primera 

proteína del operón (astC) o para la proteína individual respectiva; mientras que en el 

caso del operón lsr, la inserción del fragmento lacZ se realizó reemplazando la 

secuencia del gen lsrC (ydeY). Un esquema de la localización de cada fusión 

transcripcional a lacZ en cada cluster de genes se muestra en la figura R&D.II.8. Estas 

construcciones fueron chequeadas mediante PCR, y posteriormente se procedió a 

medir actividad β-galactosidasa de las mismas, tanto en un entorno de S. 

Typhimurium 14028s salvaje como phoP. 

 

4. a. Medidas de actividad transcripcional de fusiones reporteras en los 

genes de interés 

En una primera instancia, las medidas fueron realizadas a partir de las cepas 

conteniendo las fusiones reporteras crecidas hasta fase estacionaria, de acuerdo a lo 

descripto en la sección M&M.11. En esta condición, no pudo observarse actividad del 

reportero ast::lacZ, ni en entorno salvaje ni mutante phoP. Más aún, tampoco se 

obtuvo actividad de esta fusión transcripcional cuando las medidas se realizaron a 

partir de células crecidas hasta fase exponencial (no mostrado). Los resultados 

obtenidos para las fusiones speB::lacZ y lsr::lacZ en ambos entornos se muestran en la 

figura R&D.II.9. 

 

 

 

FIGURA R&D.II.9: Regulación por PhoP sobre nuevos blancos identificados. La actividad β-galactosidasa de las fusiones 
transcripcionales speB::lacZ (izquierda) y lsr::lacZ (derecha) en entornos génicos salvaje o phoP fue medida en células 
crecidas toda la noche (estacionaria) a 37ºC en agitación en medio de cultivo LB. Los resultados corresponden al promedio 
de tres ensayos independientes realizados por duplicado, y las barras de error corresponden a la desviación estándar. 
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En el gráfico superior puede apreciarse que, si bien existe una ligera 

disminución de actividad en un fondo mutante en el regulador de respuesta, no 

existen diferencias significativas entre la actividad transcripcional en entorno salvaje 

y phoP, en ninguno de los dos casos ensayados. Entonces, contrario a lo observado en 

los resultados del ensayo de microarreglos, no pudimos observar dependencia de 

PhoP en los niveles de expresión en fase estacionaria de crecimiento por parte de la 

proteína PhoP sobre el gen speB y el operón lsr en los ensayos de actividad 

β-galactosidasa. 

Los resultados arriba expuestos nos llevaron a pensar que las condiciones 

ensayadas podían no ser las adecuadas para lograr una correcta expresión de los 

genes reporteros, para luego poder observar una diferencia significativa y establecer 

la regulación por parte del regulador de respuesta PhoP. Para probar esta hipótesis 

nos valimos de la herramienta online SalCom (Salmonella enterica serovar 

Typhimurium Gene Expression Compendium, http://bioinf.gen.tcd.ie/cgi-

bin/salcom.pl), que muestra los resultados de estudios de transcriptómica por 

RNA-seq sobre el genoma de Salmonella enterica serovar Typhimurium crecida bajo 

diversas condiciones de cultivo (267).  

La búsqueda de los genes speB y de aquellos presentes en el operón lsr 

muestra que la expresión de los mismos es máxima en fase de crecimiento 

exponencial medio (MEP) y exponencial temprana (ESP), respectivamente (figura 

R&D.II.10). Para el caso del operón involucrado en quorum sensing, esto es 

congruente con reportes previos que indican que en S. Typhimurium el AI-2 

extracelular se acumula hasta alcanzar niveles máximos en fase de crecimiento 

exponencial tardía, para luego disminuir gradualmente su concentración en el medio 

(308). Más aún, los ensayos de actividad β-galactosidasa reportados han sido 

realizados a partir de cultivos de Salmonella saturados que fueron diluidos 1/100 en 

medio fresco LB y crecidos por 4 hs (304). 
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En base a esta nueva información, se repitieron los ensayos de actividad 

β-galactosidasa a partir de células crecidas en medio LB hasta DO600 0,3-0,4 (MEP) 

para el caso de speB::lacZ, o hasta DO600 1,8-2,0 (ESP) para el caso de lsr::lacZ, tanto 

en una cepa salvaje como mutante en phoP. Los resultados de actividad 

transcripcional obtenidos en estas condiciones se aprecian en la figura R&D.II.11. 

 

FIGURA R&D.II.10: Patrón de expresión del gen speB y del operón lsr. Datos obtenidos a partir del programa online 
SalCom (http://bioinf.gen.tcd.ie/cgi-bin/salcom.pl). Se muestran los valores en nivel absoluto (transcriptos por millón, 
columnas izquierda) y en nivel relativo (veces de cambio, columnas derecha). Las condiciones indicadas en la fila superior 
corresponden a células crecidas en medio de cultivo LB hasta: EEP, DO600 0,1; MEP, DO600 0,3; LEP, DO600 1; ESP, DO600 2; 
LSP, DO600 2 seguido de 6 hs adicionales de crecimiento. Los genes indicados codifican para las enzimas: speB, agmatinasa; 
ego, proteína de unión a ATP; ydeY, ydeZ, proteínas canal de membrana; yneA, proteína periplásmica de unión a AI-2; yneB, 
aldolasa putativa; yneC, proteína degradadora de AI-2; STM14_4905, ribulosa fosfato 3-epimerasa putativa. 
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En estas nuevas condiciones, tampoco fue posible observar regulación por 

parte del factor de transcripción PhoP sobre el gen speB (figura R&D.II.11, izquierda). 

Para este gen, será necesario repetir estas medidas a lo largo de toda la curva de 

crecimiento de la bacteria, a modo de clarificar si existe regulación en otro estadio del 

crecimiento bacteriano. Además, se ensayarán diversas condiciones de cultivo de la 

bacteria, como por ejemplo crecimiento en condiciones que simulen aquellas 

encontradas por Salmonella durante el proceso infectivo (p.e. el ambiente 

intravacuolar), crecimiento en medios de cultivo mínimo, a distintos pH y 

temperaturas, o frente a la presencia de otras fuentes de carbono y nitrógeno, entre 

otros. En contraste, al analizar la actividad transcripcional del operón lsr cuando las 

bacterias se encuentran en fase exponencial de crecimiento, se observa una inhibición 

de un 50% en la actividad β-galactosidasa cuando la proteína regulatoria PhoP no 

está presente, indicando que la misma actúa como activador del operón de quorum 

sensing en las condiciones evaluadas (figura R&D.II.11, derecha). 

 

Finalmente, cabe mencionar que a futuro se estudiará la actividad 

transcripcional de estos genes mediante RT-PCR semicuantitativa, para reafirmar los 

resultados obtenidos mediante las medidas de actividad β-galactosidasa presentadas. 

Además, se evaluará la actividad transcripcional de aquellos genes u operones que 

presentaron sitios de unión putativos al regulador de respuesta PhoP pero no fueron 

estudiados hasta este momento, y se realizará el análisis bioinformático sobre los 

FIGURA R&D.II.11: Regulación por PhoP sobre nuevos blancos identificados. La actividad β-galactosidasa de las 
fusiones transcripcionales speB::lacZ (izquierda) y lsr::lacZ (derecha) en entornos génicos salvaje o phoP fue medida en 
células crecidas a 37ºC en agitación en medio de cultivo LB hasta DO600 0,3-0,4 (para speB::lacZ) o DO600 1,8-2,0 (para 
lsr::lacZ). Los resultados corresponden al promedio de tres ensayos independientes realizados por duplicado, y las barras 
de error corresponden a la desviación estándar. 
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genes u operones de aquellos procesos metabólicos o celulares que se vieron 

afectados, pero los cuales no fueron evaluados hasta este punto. 

 

4. b. Análisis de los niveles de expresión proteica de los blancos de 

regulación por PhoP 

Si bien es necesario tener más evidencias para afirmar la existencia de 

regulación a nivel transcripcional por parte del regulador de respuesta PhoP, se 

comenzó a analizar a nivel fenotípico el efecto de la regulación por parte del sistema 

de dos componentes PhoP/PhoQ. En una primera aproximación, se procedió a 

estudiar la expresión de los productos codificados por estos putativos genes 

PhoP-regulados. Para ello, se decidió en forma conjunta con el grupo del Dr. Francisco 

García-del Portillo realizar el etiquetado génico sobre speB, ast y lsr (tarea realizada 

en el Laboratorio de Patógenos Bacterianos Intracelulares por la Mg. Gadea Rico), de 

manera que las proteínas que codifican se expresen ahora unidas a un tag 3xFLAG 

que permita su detección con anticuerpos específicos. En la construcción de estas 

fusiones se mantuvieron intactas las proteínas expresadas, y la adición de la etiqueta 

se realizó en el extremo C-terminal de las mismas. Para el caso de los operones ast y 

lsr, el etiquetado se realizó sobre las proteínas ubicadas al final de la unidad 

transcripcional (astE y STM14_4905, respectivamente) 

Las cepas etiquetadas, tanto en fondo salvaje como mutante en phoP, fueron 

procesadas como se describe en la sección M&M.13.a. Las muestras se separaron por 

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras y 

desnaturalizantes (PAGE-SDS), ajustando los volúmenes sembrados de modo de 

estandarizar respecto a la densidad óptica a 600 nm de los cultivos de partida 

(sección M&M.16). Luego de terminada la corrida electroforética, las muestras fueron 

transferidas a una membrana de nitrocelulosa, y se realizó la inmunodetección con 

anticuerpos específicos anti-FLAG o anti-MBP-PhoQcit según lo explicado en la sección 

M&M.17. En cada ensayo independiente, luego del revelado, se realizó una 

densitometría para determinar la intensidad de señal de las bandas en cada fondo 

genético, tanto para la proteína etiquetada como para el control de carga MBP. En 

base a estos datos se estandarizó, dentro de cada entorno genético, la señal obtenida 

para la proteína etiquetada respecto a la señal obtenida para el control de carga. Con 
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los resultados de 2 ensayos independientes se realizaron los promedios y las 

desviaciones estándar, y los mismos se graficaron en función de cada proteína en 

cada uno de los fondos génicos. Los valores se relativizaron tomando como 100% el 

valor obtenido para cada proteína en el entorno salvaje. 

En la figura R&D.II.12 se muestra uno de los Western-blot obtenidos junto 

con la densitometría proveniente del análisis de 2 ensayos independientes. Para el 

caso de la proteína AstE, en ninguno de los ensayos realizados fue posible obtener 

señal trabajando en las condiciones optimizadas para poder detectar las demás 

proteínas. Esto es consistente con la ausencia de actividad β-galactosidasa de las 

cepas portando la fusión transcripcional ast::lacZ, sugiriendo que es necesario poner 

a punto las condiciones de cultivo para lograr una inducción en la expresión del 

operón. 

 

 

 

Como se observa en la figura superior, hay una reducción del 50% en los 

niveles proteicos de SpeB cuando la expresión se analiza en un entorno mutante phoP 

 

FIGURA R&D.II.12: Niveles de expresión de las proteínas SpeB y STM14_4905. Las células de S. Typhimurium 14028s 
salvaje (wt) o phoP conteniendo las fusiones traduccionales a 3xFLAG de las proteínas SpeB y STM14_4905 fueron crecidas 
en medio de cultivo LB a 37ºC con agitación hasta fase estacionaria (izquierda) o fase exponencial (derecha). Las muestras 
fueron analizadas por PAGE-SDS (12% poliacrilamida) y transferidas a membrana de nitrocelulosa, seguida de 
inmunodetección con anticuerpos policlonales anti-MBP-PhoQcit (imagen superior) o anti-FLAG (imagen central). Los 
niveles de expresión proteica de MBP y SpeB o STM14_4905 en cada entorno génico fueron determinados por 
densitometría (como se explica en el texto), y la relación entre la señal obtenida para las proteínas etiquetadas y la 
obtenida para el control de carga MBP fue graficada (gráfico inferior), tomando como 100% los valores obtenidos para las 
proteínas en entorno salvaje. Los resultados mostrados corresponden al promedio y las barras de error a la desviación 
estándar de dos ensayos independientes. 
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respecto a la cepa salvaje. Adicionalmente a los ensayos en diversas condiciones y 

medios de cultivo y a la validación de los resultados mediante medidas 

transcripcionales por RT-PCR semicuantitativa que ya hemos mencionado, se planea 

confirmar la regulación por parte de la proteína PhoP mediante evaluación de la 

unión de este regulador de respuesta a la región promotora del gen speB, tanto 

mediante experimentos de retardo de la movilidad electroforética en gel como por 

ensayos de protección del ADN a la DNasa I. 

Como se mencionó previamente, SpeB cataliza la formación de putrescina a 

partir de agmatina, en la biosíntesis de poliaminas como putrescina y espermidina. Se 

ha reportado que una mutante spe tiene, comparada con la cepa salvaje, 

significativamente reducida su habilidad para invadir y sobrevivir en células 

epiteliales. La invasión y replicación intracelular de estas mutantes spe es 

completamente restaurada por crecimiento de las bacterias en presencia de 

putrescina y espermidina previamente a la infección, indicando que estas poliaminas 

funcionan como señales que preparan a S. Typhimurium para la invasión y 

supervivencia intracelular. Por otra parte, la expresión de los genes de los mayores 

loci de virulencia SPI-1 y SPI-2 responde a las poliaminas exógenas y está reducida en 

la mutante spe (302). 

Durante el curso de la infección, Salmonella atraviesa distintos ambientes que 

poseen condiciones cambiantes. Por ejemplo, la bacteria se encuentra con 

concentraciones milimolares de cationes divalentes y con ácidos grasos insaturados 

en el lumen intestinal, señales que se ha demostrado producen una inhibición de la 

actividad del sistema PhoP/PhoQ (101, 216). Además, podemos hipotetizar que en 

este escenario existan poliaminas provenientes tanto de la síntesis propia de 

Salmonella como de otros organismos que conforman la flora intestinal normal. Tanto 

la ausencia de una proteína fosfo-PhoP activa como la presencia de poliaminas en el 

lumen del intestino pueden ser factores que lleven a la inducción de los genes 

codificados en la isla de patogénesis 1 y 2, promoviendo la invasión de las células 

epiteliales por parte de Salmonella y preparando a esta bacteria para sobrevivir al 

ambiente intracelular (323, 324). Una vez dentro de la célula hospedadora, las 

señales presentes en el ambiente intravacuolar promoverían la activación del 

sistema, con la consecuente fosforilación del regulador de respuesta PhoP. Entonces, 

la proteína fosfo-PhoP activa promovería la transcripción del gen speB, con la 
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concomitante inducción en la expresión de esta proteína. Luego, la agmatinasa SpeB 

catalizaría la formación de putrescina, la cual (por mecanismos que todavía no se han 

clarificado) induciría la expresión de los genes presentes en SPI-2. Más aún, en 

nuestros ensayos de microarreglos se ha visto que existe una activación dependiente 

de PhoP de la expresión del gen argT, que codifica para una proteína transportadora 

de arginina, del gen argD, que sintetiza una de las enzimas involucradas en la síntesis 

de arginina a partir de glutamato, y del operón potFGHI, que expresa un sistema de 

captación de putrescina. La arginina es el aminoácido precursor en la formación de 

agmatina por parte de SpeA, y éste es el metabolito de partida para la generación de 

putrescina, reacción catalizada por SpeB. De esta manera, el regulador de respuesta 

PhoP estaría actuando de manera coordinada sobre diversos procesos del transporte 

y metabolismo de poliaminas, ya sea tanto sobre la captación de más putrescina por 

inducción en la expresión del transportador específico como favoreciendo la síntesis 

y captación de arginina para ser usada como sustrato, y promoviendo la síntesis de 

putrescina a partir de ella. 

Por último, tanto putrescina como espermidina son aminas catiónicas 

capaces de unir moléculas ácidas, como ADN y ARN, en las células. En E. coli casi el 

90% de la espermidina y el 50% de la putrescina está asociada con ARN, y se ha 

demostrado que la unión de estas poliaminas al ARNm altera su estructura. Esta 

influencia en la estructura de los ARNm ha mostrado en E. coli afectar la eficiencia de 

traducción de blancos específicos, incluyendo importantes reguladores. Existe la 

posibilidad de que un mecanismo regulatorio similar, dependiente de poliaminas, 

opere en Salmonella (302). 

En base a lo previamente expuesto, la vía de biosíntesis de putrescina sería 

un nuevo blanco de acción del regulador de respuesta PhoP, adicionando un nuevo 

mecanismo de regulación de la virulencia por parte del sistema de dos componentes 

PhoP/PhoQ de Salmonella enterica. 

 

Finalmente, analizando los resultados obtenidos para el caso de STM14_4905 

(figura R&D.II.12), no se observan diferencias en los niveles de expresión proteica 

entre un fondo salvaje y uno mutante en phoP. Es más, el análisis de los niveles de 

expresión en fase exponencial de crecimiento, donde hemos demostrado mediante 
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medidas de actividad β-galactosidasa que la expresión se encuentra inducida en 

presencia de la proteína PhoP, tampoco arrojó diferencias significativas entre la cepa 

salvaje y la cepa mutante en el regulador de respuesta. Una explicación para estos 

resultados proviene del hecho que el agregado de la etiqueta de 3xFLAG ha sido 

realizado en el extremo 3’ del operón lsr, fusionada al último gen del mismo, mientras 

que la cepa reportera transcripcional fue construida reemplazando el segundo gen de 

este operón, lsrC, por el gen lacZ. Una primera consecuencia de esto es que la primera 

de las cepas mantiene el operón lsr intacto, mientras que la segunda resulta en una 

mutante polar ΔlsrCDBFGE con reducida o nula capacidad de captar las moléculas de 

AI-2, fosforilarlas y desreprimir el efecto por parte del represor LsrR. Entonces, en el 

caso de los resultados de actividad transcripcional estamos observando sólo el efecto 

debido a la activación por parte de la proteína PhoP (ya que LsrR se mantendría 

unido y reprimiendo la expresión, debido a la ausencia de fosfo-AI-2), mientras que 

en el caso de la proteína etiquetada estamos analizando el efecto en presencia del 

represor LsrR inactivo. 

Para salvar estas diferencias, nos proponemos complementar estos 

resultados con diversos experimentos pendientes de realización. En el caso de la 

regulación transcripcional, se verificará mediante ensayos de RT-PCR 

semicuantitativa que exista activación por parte de la proteína PhoP sobre la 

expresión de varios genes ubicados a lo largo de todo el transcripto correspondiente 

al operón lsr. Previamente, ha sido reportado que una cepa de S. Typhimurium 

conteniendo una fusión lsrE::lacZ posee menores niveles de actividad que aquella 

obtenida cuando el gen reportero se ubica en los primeros genes del operón, 

hipotetizando que esta disminución es debida a una menor transcripción porque lsrE 

es el gen más distal respecto al promotor del operón lsr (304). Este resultado también 

es verificado por los datos aportados por el programa online SalCom (figura 

R&D.II.10), donde se observa que existe un patrón de expresión que es diferencial a lo 

largo del operón lsr: existen niveles de expresión más altos en los genes ubicados en 

el centro del operón respecto a aquellos ubicados al inicio o al final. Es posible 

especular también que esta ubicación más distal del gen lsrE no vea afectada su 

expresión por la presencia o no del regulador de respuesta PhoP, hipótesis que podrá 

resolverse al completar el análisis de la regulación transcripcional de este operón. 

Además, será interesante evaluar el perfil de expresión de estos genes en otros 
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entornos génicos, como por ejemplo una cepa simple mutante lsrR, con una activación 

constitutiva del operón, y una cepa doble mutante lsrR phoP, que tendría niveles de 

actividad transcripcional intermedios entre un entorno salvaje y lsrR. 

En cuanto al análisis de expresión proteica, la fusión traduccional mantiene el 

operón lsr intacto con la consecuente activación del mismo en presencia de AI-2, por 

lo que podríamos hipotetizar que la inducción en la expresión de los genes en 

ausencia de su represor no permita la observación de diferencias significativas en la 

regulación por parte de PhoP. En este sentido, se evaluará realizar construcciones con 

etiqueta de 3xFLAG sobre otras proteínas codificadas por los genes del operón, o el 

estudio de los niveles de expresión de las mismas mediante el uso de anticuerpos 

específicos. También será interesante realizar estas medidas en entornos génicos lsrR 

y lsrR phoP, para comparar con las medidas transcripcionales previamente descriptas. 

 

Finalmente, si bien no se detectaron diferencias a nivel de expresión de la 

proteína STM14_4905, no descartamos que exista regulación por parte de PhoP sobre 

el operón responsable de quorum sensing en Salmonella, y que la expresión 

diferencial que observamos sobre los genes del operón en los ensayos de 

microarreglos, y que verificamos mediante medidas de actividad β-galactosidasa,  no 

se traslade a diferencias en aquellos genes ubicados al final del mismo, como 

STM14_4905. Por otra parte, es posible que exista una regulación a nivel 

transcripcional en presencia de PhoP, pero que existan otros mecanismos post-

transcripcionales que compensen los niveles proteicos de STM14_4905, u otras 

proteínas codificadas en el operón lsr, en un fondo mutante en aquel regulador, y por 

ello no detectemos diferencias en los niveles de expresión de la misma entre un 

entorno salvaje y un fondo mutante en el regulador de respuesta PhoP. 

 

R&D. II. 5. Conclusiones finales 

La tecnología de microarreglos de ADN permite la obtención de una gran 

cantidad de información respecto al perfil de expresión génica global de un 

microorganismo crecido bajo diversas condiciones. En este capítulo, se presentaron 

los resultados provenientes de los ensayos de microarreglos realizados gracias a la 

colaboración con el Laboratorio de Patógenos Bacterianos Intracelulares, bajo la 
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dirección del Dr. Francisco García-del Portillo. Mediante estos estudios, se obtuvo el 

patrón de expresión de cepas de Salmonella Typhimurium salvaje y mutante en el 

regulador de respuesta PhoP, crecidas hasta fase estacionaria en medio de cultivo LB 

en ausencia o presencia de ácido linoleico. En particular, el análisis realizado en esta 

oportunidad se focalizó en la búsqueda de nuevos genes que se encuentren activados 

por la proteína PhoP y que sean reprimidos por la presencia del ácido graso 

insaturado en el medio de cultivo. Esto llevo a la identificación de más de 200 genes 

que presentaban este patrón de expresión, algunos que ya han sido caracterizados 

como modulados por el regulador de respuesta, y otros que podrían ser nuevos 

blancos de regulación por parte de PhoP. Además, se observó que la gran mayoría de 

estos genes cuya expresión se encontraba modificada codificaban proteínas o 

enzimas que permitieron agruparlos en procesos metabólicos y celulares comunes, 

como ser el metabolismo central del carbono, el metabolismo de aminoácidos, el 

metabolismo de poliaminas, el proceso de división celular, la biosíntesis y 

modificación de LPS y glicerofosfolípidos, el sistema de sensado de la densidad de 

población celular o quorum sensing, la formación del ribosoma, la cadena de 

transporte de electrones en la fosforilación oxidativa, y la homeostasis de Mg2+, por 

mencionar algunos de ellos. 

En una primera aproximación, realizamos un análisis bioinformático tendiente a 

encontrar posibles sitios consenso de unión al regulador PhoP en aquellos genes 

identificados que están involucrados en las vías de transporte y metabolismo de 

aminoácidos, en el transporte y metabolismo de poliaminas, y en el sistema de 

quorum sensing. El análisis llevó a la identificación de cajas putativas de unión a PhoP 

en los genes ntrC, nac, argD, argT y speB, así como también en los operones astCADBE, 

glt, adi, gabDTPC, potFGHI y lsrACDBFGE. Profundizando el análisis de la regulación 

transcripcional sobre estos genes, se construyeron las fusiones ast::lacZ, speB::lacZ y 

lsr::lacZ, y se evaluó la actividad β-galactosidasa de las mismas tanto en una cepa de S. 

Typhimurium salvaje como phoP. Desafortunadamente, no fue posible obtener 

expresión de la fusión ast::lacZ en las condiciones de cultivo evaluadas, por lo que es 

necesario continuar con la búsqueda de aquellas condiciones de crecimiento óptimas 

para la expresión de este operón. 

Por otra parte, no se observó expresión diferencial del gen speB entre los 

entornos salvaje y phoP, tanto al evaluar la actividad transcripcional en fase 
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exponencial como estacionaria de crecimiento. Como se mencionó previamente, 

también será necesario estudiar otras condiciones de cultivo de esta cepa para 

verificar la regulación por parte de PhoP sobre el gen speB. Sin embargo, al analizar 

los niveles de expresión de la proteína SpeB, encontramos que se encontraban 

disminuidos en un 50% en ausencia del regulador transcripcional PhoP, lo que 

indicaría que el mismo está actuando como un activador sobre la expresión de este 

gen. Si bien esto sería congruente con lo esperado de acuerdo a los resultados del 

ensayo de microarreglos, es necesario verificar la regulación a nivel transcripcional 

sobre speB y demostrar la unión del regulador de respuesta a las regiones consenso 

para poder concluir que la síntesis de poliaminas es un nuevo blanco de regulación 

por parte del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. 

Por último, fue posible verificar la activación por parte del regulador de 

respuesta PhoP sobre la expresión del operón que sintetiza las proteínas 

involucradas en el transporte del autoinductor-2, molécula señalizadora del 

mecanismo de quorum sensing bacteriano, aunque es necesario complementar estos 

resultados con medidas de la actividad transcripcional de distintos genes ubicados a 

lo largo de todo el transcripto del operón lsr. A pesar de esta evidencia de regulación 

a nivel transcripcional por parte del regulador de respuesta PhoP, no fue posible 

observar este efecto sobre los niveles de expresión proteica. Esta diferencia respecto 

a los resultados de la regulación transcripcional fue discutida oportunamente, y 

puede ser atribuida a los distintos fondos genéticos en los cuales fueron realizadas 

estas medidas (lsr delecionado en las medidas transcripcionales vs lsr intacto en las 

medidas de expresión proteica). Estas diferencias se resolverán evaluando los niveles 

de expresión de las demás proteínas codificadas en el operón, no sólo de aquella 

ubicada al final del mismo. En este caso, también queda pendiente la demostración de 

la unión de la proteína PhoP a las secuencia de ADN del operón lsr, mediante ensayos 

de retardo de la movilidad eletroforética y de protección a la DNasa. 

Finalmente, debemos mencionar que un estudio de los niveles de expresión 

proteica de cepas de Salmonella Typhimurium salvaje y mutante en LuxS (la enzima 

que produce el clivaje de S-ribosilhomocisteína en homocisteína y AI-2), realizado 

mediante ensayos de proteómica basado en electroforesis en dos dimensiones 

acoplado a espectrometría de masas (MALDI-MS), reveló que los niveles de PhoP se 

encontraban aumentados en presencia de AI-2 o de una proteína LuxS funcional. Los 
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autores, entonces, sugieren que el autoinductor-2 estaría involucrado en modular la 

expresión del regulador de respuesta PhoP en Salmonella Typhimurium (325). 

Teniendo en cuenta este antecendente y los resultados hasta aquí presentados, 

podemos hipotetizar un panorama global en el cuál las moléculas de AI-2 

(sintetizadas por la propia bacteria o provenientes del medio extracelular a partir de 

la síntesis realizada por otras bacterias) incrementarían los niveles de PhoP 

intracelular, ya sea por inducción de la expresión o por disminución de la 

degradación. Esto llevaría al concomitante aumento de la expresión de los genes del 

operón lsr, aumentando la síntesis de las proteínas que forman el transportador y la 

captación de moléculas de AI-2, las cuales luego de ser fosforiladas por LsrK 

desreprimen la expresión del operón lsr por inactivación del represor Lsr, generando 

una retroalimentación positiva sobre la expresión del mismo. En resumen, estos 

resultados nos permiten especular que el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ 

podría estar involucrado en la coordinación entre la respuesta de Salmonella frente a 

la variación en la densidad de población celular y la expresión de determinantes 

esenciales para la virulencia de esta bacteria. 
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En el primer capítulo de este trabajo de tesis se han presentado los resultados 

que permitieron establecer la inhibición por parte de ácidos grasos insaturados sobre 

el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. Este sistema de transducción de señales 

esta compuesto por la proteína anclada en membrana interna PhoQ, esquematizada 

en la figura R&D.III.1, y el regulador de respuesta citoplásmico PhoP. Además, se ha 

logrado determinar que el blanco de acción específico de los mismos es la actividad 

de autofosforilación (actividad autoquinasa) de la proteína sensora PhoQ. Para 

realizar estos ensayos de actividad autoquinasa, las proteínas PhoQ o EnvZ fueron 

expresadas a partir de un plásmido inducible por IPTG en la cepa de Salmonella 

Typhimurium 14028s crecida en presencia de los diversos LCUFAs en el medio de 

cultivo. Posteriormente, se realizaron preparaciones de vesículas de membrana 

interna enriquecidas en la proteína sensora, las cuáles fueron utilizadas para los 

ensayo de autofosforilación y para los controles de expresión mediante Western-blot 

de PhoQ y EnvZ. 

 

 

 

En todos esos ensayos de Western-blot, para las preparaciones de membranas 

realizadas a partir de cultivos de Salmonella crecidas en ácido linoleico (C18:2), se 

observan una o más bandas adicionales que reaccionan contra los anticuerpos anti-

PhoQcit y que migran por encima de la señal correspondiente a PhoQ, como se 

muestra en la figura R&D.III.2. A partir de este momento, denominaremos a estas 

especies de PhoQ como PhoQ(+) “nativa” y “modificada”, en contraposición a la 

 

FIGURA R&D.III.1: La proteína sensora PhoQ de Salmonella enterica. Izquierda: diagrama esquemático de la estructura 
de la proteína PhoQ, indicando el número de aminoácido con el que comienza cada porción: transmembrana 1, región 
sensora, transmembrana 2 y porción citoplásmica. Además, se detalla la ubicación de la histidina 277 (H), residuo aceptor 
del fosfato en la reacción de autofosforilación. Derecha: secuencia aminoacídica de la proteína PhoQ. Se destacan con 
subrayado las secuencias correspondientes a las regiones transmembrana 1 y 2, y en negrita la histidina 277. 
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especie que se observa al crecer las bacterias sin agregado de C18:2 en el medio de 

cultivo, que nombraremos como PhoQ(-).  

 

 

 

El peso molecular predicho para la proteína PhoQ de Salmonella Typhimurium 

es de 55 kDa, y a partir de las imágenes de los Western-blot se ha calculado una 

diferencia de peso molecular entre estas dos bandas de aproximadamente 4,7 kDa, lo 

que implicaría que la forma PhoQ “modificada” tendría un peso molecular estimativo 

de 59,7 kDa. Como muestra la figura, este resultado también se obtiene al realizar el 

mismo análisis en un entorno mutante en fadD, el gen que codifica para la enzima 

responsable de la captación de ácidos grasos desde el periplasma, con la 

concomitante traslocación al interior celular y activación con la coenzimaA (CoA). 

Este resultado no se detectó al crecer la cepa que sobreexpresa PhoQ en otros ácidos 

grasos, tanto saturados como insaturados, ni para la cepa que sobreexpresa la 

proteína EnvZ en ninguna de las condiciones ensayadas, por lo que podemos 

establecer que se trata de un efecto específico sobre la proteína PhoQ al crecer las 

cepas de Salmonella Typhimurium en presencia de C18:2. 

Este resultado nos plantea la incógnita de la existencia de otras proteínas que 

estarían interactuando con PhoQ cuando hay presencia de C18:2 en el medio de 

cultivo, o si dicha movilidad alterada es el resultado de una modificación post-

 

FIGURA R&D.III.2: La presencia de C18:2 en el medio de cultivo provoca la aparición de bandas adicionales que 
reaccionan con anticuerpos anti-PhoQ. Las células de S. Typhimurium salvaje o fadD fueron crecidas en medio de cultivo 
LB con adición de 0,5 mg/ml de los ácidos grasos esteárico (18:0) o linoleico (18:2), o la cantidad equivalente de los 
solubilizantes de los mismos, tergitol (T) o etanol (E), respectivamente. Las muestras provenientes de membranas internas 
conteniendo PhoQ fueron analizadas por PAGE-SDS (12% poliacrilamida) y transferidas a membrana de nitrocelulosa, 
seguida de inmunodetección con anticuerpos policlonales anti-PhoQcit. Se indican los pesos moleculares correspondientes 
(en kDa). La banda correspondiente a la especie de PhoQ “nativa” migra ligeramente por debajo del marcado de peso 
molecular de 58 kDa, mientras que PhoQ “modificada” lo hace ligeramente por encima de este marcador. 
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traduccional de PhoQ, y en última instancia, de que proteína(s) o modificación se 

trata. A lo largo de este capítulo se describirán los resultados obtenidos luego de 

aplicar diversas estrategias con el objeto de dilucidar la naturaleza de esta 

modificación. 

 

R&D. III. 1. Análisis de la banda adicional de PhoQ mediante experimentos de 

espectrometría de masa (MS) 

Para resolver la situación previamente planteada, se decidió como primera 

aproximación realizar una purificación de la proteína sensora PhoQ, para luego 

separar las especies resultantes mediante geles de poliacrilamida y poder escindir las 

bandas en forma individual a partir de los mismos, las cuales serán finalmente 

analizadas mediante espectrometría de masa (MS). 

La MS ha sido el método elegido para dilucidar modificaciones post-

traduccionales (PTMs) en la química de proteínas. La MS juega un rol crucial en los 

estudios de proteómica dado que es el único método con la sensibilidad, precisión, 

reproducibilidad y velocidad necesarias para identificar proteínas desconocidas y 

caracterizar PTMs. La MS se basa en la producción de iones en una fase gaseosa que 

permita la determinación de la masa molecular de los analitos. Un diagrama 

simplificado del procedimiento se muestra en la figura R&D.III.3. La muestra debe ser 

introducida en la fuente de iones del instrumento, donde las moléculas son ionizadas. 

Los iones son luego extraídos a la región analizadora, donde son separados de 

acuerdo a su relación masa/carga (m/z) y después detectados (326). 
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Los espectrómetros de masa pueden ser clasificados de acuerdo a su sistema 

de ionización, un componente esencial que define el rango mensurable de masa, la 

sensibilidad y la resolución. Las fuentes de ionización más difundidas son la 

iozinación por electrospray (ESI) y la desorción/ionización láser asistida por matriz 

(MALDI). Durante la ESI, la muestra es disuelta en un solvente polar volátil y 

bombeada a través de un capilar angosto de acero inoxidable. Un voltaje alto es 

aplicado a la punta del capilar dentro de la fuente de ionización; la muestra que sale 

por la punta del capilar es dispersada en un aerosol de gotitas altamente cargadas. 

 

FIGURA R&D.III.3: Diagrama del procedimiento de análisis de muestras por espectrometría de masa (MS). Se 
muestra un esquema de los pasos que involucra el proceso de detección e identificación de proteínas por MS. Brevemente, 
la mezcla proteica proveniente de un extracto celular o de fracciones purificadas por cromatografía es separada en geles de 
poliacrilamida, a partir de los cuales se escinden las bandas y se digieren con enzimas proteolíticas. Esta mezcla de 
péptidos es separada por cromatografía líquida o inyectada directamente en el espectrómetro de masas, para obtener 
información respecto a la masa de los péptidos (espectros de MS) e identificar la(s) proteína(s) presentes en la muestra. 
Adicionalmente, es posible realizar un segundo análisis secuencial, a partir de los péptidos provenientes del primero que 
han sido fragmentadas por colisión con un gas inerte, para determinar la composición aminoacídica de los péptidos 
(espectros de MS/MS). 
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Las gotitas cargadas disminuyen su tamaño debido a la evaporación del solvente, la 

cual es asistida por un flujo de gas nitrógeno tibio. Eventualmente, los iones cargados 

de la muestra que están libres de solvente son liberados de las gotitas y pasan al 

analizador del espectrómetro de masas. Por su parte, el MALDI-MS se basa en el 

bombardeo de las moléculas de la muestra con un laser, para inducir la ionización de 

la misma. La muestra es pre-mezclada en un plato de acero inoxidable con una matriz 

de alta absorción. Una vez excitada, la matriz es capaz de transferir energía y 

protones a la muestra. Luego de secarse, las moléculas de la matriz cristalizan y se 

forman cristales sólidos conformados por muestra y matriz, sobre los cuales se 

dispara un laser. La absorción de la energía del láser por las moléculas de la matriz 

resulta en un evento de desorción. Esta energía es utilizada para transferir un protón 

desde la matriz al analito, resultando en la formación de los iones de la muestra 

(326). 

Los analizadores de masa pueden incorporar cuadrupolos (Q), trampas 

iónicas (IT), tiempo de vuelo (TOF), o una combinación de éstos en “instrumentos 

híbridos” para obtener buena resolución y sensibilidad. La fuente ESI es usualmente 

empleada con analizadores cuadrupolos y de trampa de iones; mientras que los 

analizadores tipo TOF generalmente se usan en combinación con fuentes de 

ionización MALDI. Las ventajas de los espectrómetros de masa de trampa de iones 

incluyen el tamaño compacto, y la habilidad de atrapar y acumular iones para 

incrementar la relación señal/ruido. En los espectrómetros de masa tipo TOF, los 

iones creados por ionización MALDI ingresan a un tubo que se encuentra a alto vacío. 

Todos los iones que ingresan al tubo TOF tienen una energía cinética fija que es 

proporcional al voltaje aplicado y a la carga. Cuanto mayor la masa del ión, menor es 

su velocidad y mayor tiempo le toma hasta alcanzar el detector. Los iones de diferente 

masa pueden ser separados basados en sus diferentes velocidades en el tubo TOF. Sus 

valores m/z son determinados por medición del tiempo que le toma a cada ión viajar 

a través del tubo hasta el detector (326). 

Las fuentes de ionización MALDI y ESI se conocen como métodos de 

ionización suaves porque la muestra es ionizada por agregado o remoción de un 

protón, con poca energía remanente para causar la fragmentación de los péptidos 

ionizados. Sin embargo, la espectrometría de masa en tándem (MS/MS) requiere la 

fragmentación dentro del MS de los péptidos ionizados para obtener información 
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estructural acerca de la muestra (p.e. su composición de aminoácidos). La 

espectrometría MS/MS requiere dos etapas de análisis de masa: la primera para pre-

seleccionar un péptido ionizado, y la segunda para analizar los fragmentos de este 

péptido. Estos fragmentos son generados utilizando una celda de colisión que 

contiene un gas inerte, como argón o xenón, que produce la fragmentación de los 

péptidos ionizados en sus unidades estructurales (326). 

La identificación de proteínas por MS puede realizarse tanto a partir de 

muestras separadas por PAGE-SDS y digeridas, como cortadas directamente 

utilizando procedimientos enzimáticos en la aproximación denominada “bottom-up”. 

Luego de la separación electroforética, el gel de poliacrilamida es teñido con 

colorante Coomasie coloidal, y los componentes proteicos son escindidos del gel. 

Estos son tratados con un agente reductor y alquilados con iodoacetamida para 

bloquear irreversiblemente los residuos de cisteínas, y luego digeridos con tripsina. 

La mezcla de péptidos resultante es extraída del gel y analizada directamente usando 

MS por MALDI-TOF (326). 

La identificación de diferentes proteínas es llevada a cabo utilizando el 

procedimiento del perfil de las masas peptídicas (peptide mass fingerprinting). Este 

procedimiento utiliza los valores de masa, junto con información adicional como la 

proteasa usada para la hidrólisis. Esta información es introducida en el programa de 

búsqueda Mascot o similares disponibles en internet, donde los valores de masa 

experimentales son comparados con aquellos obtenidos a partir de una digestión 

teórica de todas las proteínas presentes en la base de datos, permitiendo la 

identificación de la(s) proteína(s) presente en la muestra de partida. De modo 

alternativo, si el procedimiento de “peptide mass fingerprinting” no permite la 

identificación de la(s) proteína(s), se pueden utilizar métodos que combinen 

cromatografía líquida con espectrometría de masa en tándem (LC-MS/MS). En estos 

experimentos, la mezcla de péptidos es fraccionada por HPLC capilar, y las fracciones 

que eluyen de la columna son directamente introducidas en el ESI-MS para 

determinar los valores de masa. Los péptidos ionizados serán simultáneamente 

aislados y fragmentados dentro del MS, produciendo espectros “hijos” a partir de los 

cuales se puede obtener información sobre la secuencia de los péptidos individuales. 

Esta información, junto con los valores de masa de los péptidos, es luego usada para 
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buscar en bases de datos de proteínas, permitiendo la identificación de los 

componentes proteicos en la muestra (326). 

Actualmente, la MS es considerada la tecnología clave para identificar y 

cuantificar proteínas y PTMs, y para detectar interacciones proteína-proteína. Una de 

las cuestiones más importantes en el descubrimiento de PTMs es la cobertura de la 

secuencia proteica lograda. De hecho, la abundancia relativa de las distintas proteínas 

en la célula plantea dificultades significativas en la identificación y cuantificación de 

proteínas en general, y de proteínas poco abundantes en particular. Este rango de 

concentraciones resalta la necesidad de fraccionar y enriquecer las proteínas (p.e. 

mediante nano-LC), y la importancia de desarrollar métodos rápidos y sensibles. 

Además, debe considerarse que los analizadores y los métodos de fragmentación para 

análisis de MS/MS, así como también la discriminación diferencial de péptidos por 

MALDI y ESI, contribuyen a distintas coberturas de secuencia. En general, la 

ionización por ESI brinda una ligera mejor cobertura de secuencia proteica (327). 

Al seleccionar un espectrómetro de masa para proteómica y detección de 

PTMs deben considerarse varios parámetros: velocidad de adquisición, poder de 

resolución, precisión de masa, sensibilidad, rango dinámico y métodos de 

fragmentación. En la actualidad se considera que un elevado poder resolutivo y la 

precisión en la determinación de masa son esenciales para el análisis proteómico y de 

PTMs. Esto limita los instrumentos a tres platafomas de espectrometría de masa en 

tándem: cuadrupolo tiempo de vuelo (QqTOF), tiempo de vuelo/tiempo de vuelo 

(TOF/TOF) y trampa iónica/orbitrap (IT/orbitrap) (327). 

Por último, la proteómica de alto rendimiento permite la identificación 

simultánea de miles de péptidos modificados, pero el procesamiento, análisis y 

presentación de los datos son los aspectos más desafiantes de la proteómica. La 

caracterización de PTMs a partir de datos de MS/MS involucra una búsqueda 

exhaustiva, en las bases de datos de proteínas, de todas las combinaciones 

potenciales de cambio de masa para cada péptido identificado. Varias herramientas 

son usadas comúnmente para llevar a cabo esta tarea, como por ejemplo Mascot 

(Matrixscience), Sequest, Maxquant y Paragon. Una evolución importante en los 

algoritmos de detección de PTMs permite la interpretación de datos experimentales 

en combinación con sitios predichos o reportados de ocurrencia de PTMs. Sin 

embargo, es importante notar que la presencia de una secuencia consenso no 
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equivale necesariamente a la presencia de la modificación. Finalmente, aunque el 

desarrollo de nuevas herramientas bioinformáticas para el análisis a gran escala de 

PTMs ha permitido un progreso significativo en proteómica y el descubrimiento de 

PTMs, es necesaria realizar la validación manual para confirmar los datos obtenidos 

en los experimentos de espectrometría de masa (327). 

 

Entonces, para llevar a cabo estos estudios con el fin de dilucidar la 

naturaleza de esta banda adicional, se estableció contacto con el Dr. Nichollas Scott, 

del laboratorio del Dr. Leonard Foster (Centre for High-Throughput Biology, 

University of British Columbia, Vancouver, Canadá), que se especializa en el análisis 

de muestras por MS; y también se trabajó en colaboración con el Dr. Germán Rosano 

(Instituto de Biología Celular y Molecular de Rosario, UNR-CONICET), que realizó 

estos experimentos en las instalaciones del Instituto Pasteur de Montevideo. En esta 

sección, se presentarán los resultados de la purificación de la proteína sensora PhoQ 

y los datos obtenidos a partir del análisis de la misma por MS realizado en ambas 

locaciones. 

 

1. a. Purificación de la proteína sensora PhoQ unida a un tag de 6xHis 

Para facilitar el proceso de purificación, se trabajó con una cepa de 

Escherichia coli que sobreexpresa la proteína PhoQ de S. Typhimurium unida a un tag 

de histidinas en el extremo N-terminal (His-PhoQ). El protocolo llevado a cabo se 

describe en la sección M&M.14. Brevemente, las células de E. coli M15 pREP4 

conteniendo el plásmido pQE31::phoQ fueron crecidas hasta DO600nm = 0,5-0,6 en 

medio de cultivo LB en presencia de ácido linoleico a concentración final 0,5 mg/ml o 

en presencia de etanol en cantidad equivalente a la resultante de adicionar el ácido 

graso insaturado en su solvente (condición que denominaremos a partir de ahora 

como “control”). La inducción de la expresión de la proteína recombinante fue 

realizada por agregado de IPTG a concentración final 0,7 mM, y posterior incubación 

durante 3 horas a 37ºC con agitación. Finalmente, se llevó a cabo la preparación de 

membrana interna por técnicas de fraccionamiento celular, como se describe en la 

sección M&M.13.b. Una vez obtenidas las fracciones de membranas enriquecidas en la 

proteína His-PhoQ, el control de la expresión se realizó mediante ensayo de 
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Western-blot con anticuerpos anti-His o anti-PhoQcit, resultado que se muestra en la 

figura R&D.III.4. 

 

 

 

En primer lugar, este resultado nos permite establecer que la proteína PhoQ 

expresada en una cepa de E. coli crecida en presencia de ácido linoleico continua 

presentándose como una banda doble, por lo que podemos afirmar que esta cepa 

también posee los mecanismos celulares que producen la modificación post-

traduccional, o que también contiene la(s) proteína(s) con las cual(es) PhoQ está 

interaccionando. Además, se aprecia que ambas bandas reaccionan tanto con los 

anticuerpos específicos contra PhoQ como con aquellos dirigidos contra el tag de 

histidinas, permitiéndonos confirmar que la banda adicional presente en las muestras 

obtenidas a partir de células crecidas en presencia de C18:2 es la proteína 

recombinante His-PhoQ. 

Dado que la proteína sensora se encuentra insertada en la membrana 

bacteriana, es necesario recuperarla en forma soluble para poder proceder con la 

purificación. Para lograr este objetivo, el tratamiento consistió en resuspender las 

preparaciones de membrana interna en buffer conformado por Tris 25 mM, NaCl 

250 mM y Triton X-100 1%. Esta suspensión se incubó durante 60’ en hielo, para 

luego separar las fracciones soluble (S1) e insoluble por centrifugación durante 40’ a 

15000 rpm. La fracción insoluble es resuspendida nuevamente en el mismo volumen 

de buffer (P1) e incubada en hielo durante otros 60’, tiempo luego del cual se vuelve a 

 

FIGURA R&D.III.4: Control de expresión de la proteína His-PhoQ. Las células de Escherichia coli sobreexpresando 
His-PhoQ fueron crecidas en medio de cultivo LB con adición de 0,5 mg/ml de ácido linoleico (18:2) o la cantidad equivalente 
de etanol. Las muestras provenientes de membranas internas conteniendo PhoQ fueron analizadas por PAGE-SDS (12% 
poliacrilamida) y transferidas a membrana de nitrocelulosa, seguida de inmunodetección con anticuerpos policlonales 
anti-His o anti-PhoQcit. Se indican los pesos moleculares correspondientes (en kDa). La banda correspondiente a la especie 
de PhoQ “nativa” migra ligeramente por debajo del marcado de peso molecular de 58 kDa, mientras que PhoQ “modificada” 
lo hace ligeramente por encima de este marcador. 
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centrifugar para recuperar una segunda fracción soluble (S2) y un pellet que es 

nuevamente resuspendido en el mismo volumen (P2). El control del tratamiento de 

solubilización se realizó mediante Western-blot de cada una de las fracciones 

utilizando los anticuerpos específicos contra PhoQ, resultado que se muestra en la 

figura R&D.III.5. 

 

 

 

Como puede observarse en la figura R&D.III.5, el tratamiento de 

solubilización fue más efectivo para el caso de las preparaciones de membrana 

obtenidas a partir de células crecidas en presencia de C18:2, recuperándose 

aproximadamente un 50% en la fracción soluble en la primera ronda de 

solubilización (S1), mientras que la recuperación en la fase soluble fue del 100% al 

realizar una segunda ronda de tratamiento (S2). La recuperación fue 

significativamente menor para aquellas preparaciones provenientes de células 

crecidas en medio control, y subsiguientes rondas de solubilización no mejoraron 

significativamente la recuperación (no mostrado). 

Continuando con el protocolo de preparación de la muestra para el proceso 

de purificación, se tomaron las fracciones S1 y S2 de cada preparación de membrana, 

se juntaron, y se diluyeron con el mismo volumen de buffer Tris 25 mM, NaCl 

250 mM, pero sin presencia de Triton X-100, de manera de obtener una 

concentración final de detergente de 0,5%. Esta muestra, que denominamos como M, 

se utilizó para el subsiguiente proceso de purificación. 

 

FIGURA R&D.III.5: Control del tratamiento de solubilización de la proteína His-PhoQ. Las fracciones de membrana 
interna, obtenidas a partir de células de E. coli sobreexpresando His-PhoQ crecidas en medio de cultivo LB con adición de 
0,5 mg/ml de C18:2 (derecha) o la cantidad equivalente de etanol (izquierda), fueron sometidas a dos rondas de 
solubilización con buffer Tris 25 mM, NaCl 250 mM y Tritón X-100 1% según se describe en el texto, obteniéndose en cada 
ronda una fracción soluble (S1 y S2) y una fracción insoluble (P1 y P2). Las fracciones obtenidas en cada ronda fueron 
analizadas por PAGE-SDS (12% poliacrilamida) y transferidas a membrana de nitrocelulosa, seguida de inmunodetección 
con anticuerpos policlonales anti-PhoQcit. Se indican los pesos moleculares correspondientes (en kDa). La banda 
correspondiente a la especie de PhoQ “nativa” migra ligeramente por debajo del marcado de peso molecular de 58 kDa, 
mientras que PhoQ “modificada” lo hace ligeramente por encima de este marcador. 
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Luego de diversas pruebas para optimizar la purificación de la proteína 

sensora, finalmente se logró establecer un protocolo por el cual las mismas se 

obtuvieron con un grado de pureza que permite la escisión de las bandas de manera 

independiente. El protocolo consiste en la utilización de 500 µL de resina Ni-NTA 

agarosa, colocados en el cuerpo de una jeringa sin émbolo con la boquilla orientada 

hacia abajo, de manera de lograr un flujo de líquido con presión atmosférica. Dado 

que la proteína recombinante posee un tag de histidinas que coordina con el Ni2+ 

presente en la resina, otras proteínas sin etiqueta presentes en el extracto total no 

interaccionan y se eliminan con los lavados. Además, esto permite su elución por 

competencia con imidazol agregado al buffer de purificación. El buffer de base 

utilizado para la purificación esta compuesto por Tris 25 mM, NaCl 250 mM y Triton 

0,5%, y es referido a partir de ahora como TNT. 

El protocolo de purificación mediante cromatografía de afinidad se describe 

en detalle en la sección M&M.14. De modo resumido, el mismo consiste en equilibrar 

la resina con 20 volúmenes del buffer de purificación TNT. Luego, se realiza el pasaje 

de la muestra a través de la resina, recirculando durante 7-10 ciclos a modo de 

asegurar la unión a la resina de la mayor cantidad posible de proteína recombinante. 

El volumen obtenido luego de estos pasajes es guardado y rotulado como flowthrough 

(FT). A continuación, la resina es lavada con 10 volúmenes del buffer de purificación 

TNT, recolectando las fracciones L1, L2 y L3. Posteriormente, se procede a la elución 

de la proteína recombinante con un gradiente continuo de imidazol, desde 0 a 

500 mM en buffer de purificación TNT, recolectándose 20 fracciones de 500 µL 

aproximadamente que son rotuladas como E1 a E20. Por último, la elución del resto 

de las proteínas presentes en la resina es llevada a cabo agregando buffer de 

purificación TNT con imidazol 500 mM. Una alícuota de las fracciones obtenidas es 

resuspendida en buffer de muestra, separada por PAGE-SDS en gel de poliacrilamida 

12%, transferida a membrana de nitrocelulosa y finalmente revelada con anticuerpos 

específicos anti-PhoQ. En la figura R&D.III.6 se puede observar el perfil obtenido en la 

purificación de la proteína sensora expresada en células crecidas en presencia de una 

cantidad de etanol equivalente a la resultante de adicionar C18:2 en su solvente 

(imagen superior) o de ácido linoleico (imagen inferior). Para simplificar la escritura, 

a partir de este momento denominaremos como His-PhoQ(-) y His-PhoQ(+) a la 
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proteína sensora proveniente de células crecidas en medio de cultivo LB en presencia 

de etanol o de C18:2, respectivamente. 

 

 

 

En primer lugar se realizó un análisis mediante Western-blot utilizando 

anticuerpos contra la porción citoplásmica de PhoQ para identificar aquellas 

fracciones en las cuales la proteína sensora había sido eluida de la columna. Para el 

caso de la proteína His-PhoQ(-), se observa que la proteína comienza a eluir apenas 

comienza el gradiente de imidazol, pero que la máxima elución se produce a partir de 

la fracción E5. Por otra parte, la proteína His-PhoQ(+) eluye a menores 

concentraciones de imidazol, ya que se detecta señal de la misma a partir de la 

fracción E3. Una vez identificadas las fracciones que mostraban mayor cantidad de 

PhoQ, las mismas se separaron en geles de poliacrilamida y posteriormente se tiñeron 

 

FIGURA R&D.III.6: Purificación de la proteína His-PhoQ mediante cromatografía de afinidad. Se muestran las 
fracciones colectadas en la purificación de la proteína PhoQ, solubilizada a partir de membranas internas obtenidas de 
células de E. coli crecidas en medio de cultivo LB con adición de 0,5 mg/ml de C18:2 (imagen inferior) o la cantidad 
equivalente de etanol (imagen superior). Los nombres de las fracciones indican: M, muestra antes del pasaje por la resina; 
FT, flowthrough, muestra luego del pasaje por la resina; L, lavados; E, eluciones con gradiente continuo desde 0 a 500 mM 
de imidazol. Las fracciones fueron analizadas por PAGE-SDS (12% poliacrilamida) y transferidas a membrana de 
nitrocelulosa, seguida de inmunodetección con anticuerpos policlonales anti-PhoQcit. Se indican los pesos moleculares 
correspondientes (en kDa). La banda correspondiente a la especie de PhoQ “nativa” migra ligeramente por debajo del 
marcado de peso molecular de 58 kDa, mientras que PhoQ “modificada” lo hace ligeramente por encima de este marcador. 
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con colorante Coomasie Blue para identificar las bandas. Para la proteína His-PhoQ(-) 

se utilizó para la corrida electroforética la muestra correspondiente a la fracción E5, 

mientras que para el caso de la proteína His-PhoQ(+) se trabajó con la fracción E6. En 

la figura R&D.III.7 se visualiza como ejemplo el gel de poliacrilamida obtenido luego 

de separar electroforéticamente y teñir con Coomasie Blue las muestras 

correspondientes a la fracción E6 de la proteína His-PhoQ(+). 

 

 

 

Como se puede apreciar en el gel de poliacrilamida teñido con Coomasie Blue 

de la figura R&D.III.7, se logró obtener bandas correspondientes a las especies 

PhoQ(+) “nativa” y “modificada” con un grado de pureza y de separación 

electroforética que permite la escisión individual de las mismas a partir del gel. 

Dado que la técnica de MS es muy sensible, para llevar a cabo todos estos 

procedimientos fue necesario tener la precaución de utilizar guantes durante todos 

los pasos, extremar las condiciones de limpieza de las superficies y materiales usados, 

y trabajar con soluciones y reactivos, en caso de ser posible, que no hayan tenido uso 

previo. 

 

1. b. Análisis por espectrometría de masas realizado en Canadá 

Para realizar los estudios por espectrometría de masas, en primera instancia 

establecimos contacto con el Dr. Nichollas Scott, que trabaja en el Centre for 

 

FIGURA R&D.III.7: Fracción E6 de His-PhoQ(+) purificada por cromatografía de afinidad. La fracción E6 obtenida 
durante el proceso de purificación de His-PhoQ(+) fue separada mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%, 
el cual fue luego teñido con Coomasie Blue y finalmente desteñido con solución decolorante como se describe en el texto. 
Se indican los pesos moleculares correspondientes (en kDa). La banda correspondiente a la especie de PhoQ “nativa” migra 
ligeramente por debajo del marcado de peso molecular de 58 kDa, mientras que PhoQ “modificada” lo hace ligeramente 
por encima de este marcador. Estas dos bandas fueron escindidas de modo individual y colocadas en tubos eppendorf 
almacenados a -20ºC hasta su envio para el análisis por espectrometría de masa (MS) 
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High-Throughput Biology de la Universidad de British Columbia, en Canadá. 

Entonces, las bandas correspondientes a His-PhoQ(-), His-PhoQ(+) “nativa” y His-

PhoQ(+) “modificada” fueron escindidas a partir de gel y enviadas en tubos eppendorf 

para su posterior procesamiento. Para generar los péptidos a ser separados y 

analizados se realizó el tratamiento proteolítico con la enzima tripsina, que produce 

el corte de la secuencia proteica en las posiciones carboxilo de residuos arginina o 

lisina. 

El equipamiento utilizado para llevar a cabo estos experimentos consiste en 

un sistema de cromatografía líquida (LC) EASY-nLC 1000 (Thermo Scientific) 

acoplado a un espectrómetro de masas Q Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap 

(Thermo Scientific). Las muestras fueron separadas usando cromatografía en fase 

reversa, e infundidas directamente en el espectrómetro de masas por ionización por 

electroespray (ESI) utilizando una fuente de iones Nanospray Flex (Thermo 

Scientific). En este arreglo experimental, el detector es el espectrómetro de masas y 

no es medida la absorbancia UV de la muestra mientras es separada en el LC, por lo 

que el cromatograma generado es una medida de la corriente iónica (el número de 

iones detectados por cada evento de escaneo) detectada por el MS. 

Nuestra hipótesis inicial fue que seríamos capaces de identificar la 

modificación que afectaba la movilidad electroforética de PhoQ por comparación 

entre los espectros de los péptidos obtenidos de las muestras de PhoQ(+) “nativa” y 

PhoQ(+) “modificada”. De esta manera, la aparición de una señal en la muestra 

correspondiente a la especie “modificada” que no era detectada en la especie “nativa” 

indicaría que ese péptido se encuentra modificado; contrariamente, la desaparición 

de señal en la muestra “modificada” respecto a la especie “nativa” indicaría que la 

modificación podría afectar el sitio de corte de tripsina, protegiéndolo del tratamiento 

enzimático. 

En primer lugar, en todas las muestras enviadas, obtenidas a partir de la 

escisión de las bandas identificadas como especies que reaccionan con los 

anticuerpos anti-PhoQcit, fue posible detectar péptidos correspondientes a la proteína 

PhoQ de Salmonella Typhimurium. Esto verificó los resultados observados mediante 

Western-blot, confirmando que las bandas escindidas de las muestras obtenidas a 

partir de células crecidas en medio de cultivo LB control o con agregado de C18:2 

corresponden a la proteína recombinante His-PhoQ. 
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En cuanto a la cobertura de secuencia lograda para las distintas especies de la 

proteína recombinante, fue de un 50,3% y un 47% para las especies de His-PhoQ(+) 

“nativa” y “modificada”, respectivamente. La secuencia cubierta por los péptidos 

identificados en estas dos especies se detalla en la Figura R&D.III.8. 

 

 

 

Debido a que no se logró cubrir el 100% de la secuencia con los péptidos 

identificados por MS, no pudimos poner a prueba la hipótesis previamente planteada, 

no siendo posible identificar péptidos que se encontraran diferencialmente presentes 

en una de las especies de His-PhoQ pero no en la otra. La razón por la que algunos 

péptidos son identificados en algunas muestras y no en otras es la naturaleza 

estocástica de la selección de iones. Esto quiere decir que en algunas muestras el 

péptido será seleccionado e identificado mientras que en otras corridas no lo será. Es 

cierto que la ausencia de un péptido puede ser causada por la modificación de ese 

péptido en la muestra, pero debe tenerse cuidado ya que esto puede ser debido al 

comportamiento aleatorio de la selección de iones. Entonces, este comportamiento 

impide identificar la presencia de péptidos modificados por simple comparación 

diferencial de los espectros de ambas muestras cuando la cobertura lograda no es 

mayor al 95-99%, por ejemplo entre los espectros de His-PhoQ(+) “nativa” y 

“modificada”. En cuanto a los péptidos que nunca son identificados, generalmente son 

aquellos que son muy pequeños (menos de 6 aminoácidos) o muy grandes (más de 25 

aminoácidos). También son raramente identificados aquellos péptidos que carecen de 

un residuo C-terminal básico (lo que puede ocurrir si el péptido deriva del extremo 

C-terminal de la proteína), dado que típicamente poseen una sola carga. 

 

 

FIGURA R&D.III.8: Cobertura de secuencia de PhoQ por péptidos identificados mediante LC-MS en Canadá. Se muestra 
la secuencia aminoacídica de la proteína PhoQ. Se resaltan los péptidos encontrados al analizar la muestra His-PhoQ(+) 
“nativa” (subrayados) y “modificada” (negrita). La cobertura de secuencia lograda fue del 50,3% y 47% respectivamente. 
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A pesar de no lograr la cobertura de toda la secuencia de la proteína PhoQ, 

fue posible monitorear el péptido conteniendo la cisteína 395 (Cys-395) a lo largo de 

todas las muestras. La cisteína (Cys) es un residuo interesante dado que es muy 

reactivo y puede existir en múltiples formas en los sistemas biológicos. Estas 

isoformas incluyen formación de puentes disulfuro, tiosulfinato y tiosulfonato; 

oxidación a ácidos sulfénico, sulfínico, sulfónico y tiosulfónico; transformación a 

dehidroalanina (DHA) y serina; palmitoilación y farnesilación; formación de aductos 

químicos con glutatión, 4-hidroxinonenal, 15-deoxi-Δ12,14-prostaglandina-J2, 

acrilamida y otros químicos varios (328). Entonces, para simplificar la diversidad de 

isoformas de Cys en los estudios de proteómica, típicamente se reducen y alquilan los 

residuos de Cys, lo que remueve los puentes disulfuro y las modificaciones reducibles 

(329). 

A partir del análisis del péptido YCLEFVEISAR, conteniendo la Cys-395, se 

pudo observar que múltiples isoformas de este aminoácido estaban presentes en las 

muestras (cisteína oxidada a ácido cisteico, y cisteína modificada con propionamida o 

β-mercaptoetanol), pero desafortunadamente no se pudo confirmar la presencia de 

modificaciones lipídicas en este péptido. Más aún, cuando las muestras son reducidas 

y alquiladas con iodoacetamida, se observa que las modificaciones reducibles 

desaparecen (el ácido cisteico, y la modificación con propionamida o 

β-mercaptoetanol), confirmando la identidad de esas isoformas. Como se mencionó, 

una de las isoformas identificadas contiene propionamida, pero este es un aducto 

común en la obtención de muestras a partir de PAGE-SDS, resultante de la reacción de 

las cisteínas presentes en la proteína con la acrilamida libre. Entonces, este análisis 

sugiere que la Cys-395 es reactiva y modificada durante la corrida electroforética, lo 

que indicaría que la misma no está lipidada ya que esta lipidación prevendría la 

formación de estas modificaciones. En cuanto al análisis de la otra cisteína presente 

en la estructura de PhoQ, Cys-392, sólo fue posible identificar un péptido que la 

contiene al realizar la corrida de la muestra PhoQ(+) “nativa” reducida y alquilada con 

iodoacetamida. En este caso, dado que el tratamiento provoca la desaparición de 

modificaciones reducibles, tampoco fue posible determinar la presencia de 

modificaciones. 
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Mas allá del análisis detallado sobre el péptido conteniendo Cys-395, todos 

los archivos de datos fueron utilizados para buscar modificaciones lipídicas, tanto en 

cisteínas como lisinas, utilizando el algoritmo Andromeda (330), sin encontrarse 

modificación por miristoilación, palmitoilación, palmitoleilación, prenilación o 

geranil-geranilación en los péptidos identificados. Finalmente, a pesar de desconocer 

la naturaleza de la modificación los datos muestran que la banda adicional observada 

es la proteína PhoQ, y que corresponde a una versión completa de PhoQ con una masa 

incrementada, sugiriendo una modificación post-traduccional. 

 

1. c. Análisis por espectrometría de masas realizado en Uruguay 

Dado que a partir de los resultados del experimento de LC-MS realizado en 

Canadá no se pudo extraer información concluyente respecto a la naturaleza de la 

banda adicional de la proteína PhoQ observada al crecer las células en presencia de 

ácido linoleico, se decidió repetir los ensayos utilizando equipos pertenecientes al 

Instituto Pasteur de Montevideo, tarea llevada a cabo en colaboración con el Dr. 

Germán Rosano. 

En este caso, las bandas escindidas del gel de poliacrilamida fueron 

desteñidas y también digeridas con tripsina. Luego, los péptidos fueron recuperados 

con solventes orgánicos, concentrados por centrifugación al vacío y purificados por 

resinas de fase reversa C18. Los péptidos se analizaron por espectrometría de masa 

utilizando dos equipos: en primer lugar se utilizó un equipo 4800 MALDI TOF/TOF 

(Applied Biosystems), y en segundo lugar las muestras volvieron a ser analizadas 

mediante un equipo ESI-LTQ Velos (Thermo Scientific), en ambos casos para obtener 

los espectros de MS. Las señales de mayor intensidad resultantes de este primer 

análisis fueron fragmentadas por CID (collision-induced dissociation) para obtener la 

secuencia de aminoácidos del péptido seleccionado (espectros de MS/MS). Los 

espectros resultantes se estudiaron con los programas mMass (www.mmass.org) y 

PatternLab (http://pcarvalho.com/patternlab/). Las proteínas fueron identificadas 

buscando en la base de datos NCBInr usando el motor de búsqueda Mascot 

(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html). 

Como se mencionó, primero se realizó el análisis de las muestras 

His-PhoQ(+) “nativa” y “modificada” utilizando un equipo MALDI TOF/TOF. Las 
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corridas en este equipo permitieron, nuevamente, identificar que las bandas 

escindidas del gel de poliacrilamida corresponden mayoritariamente a la proteína 

PhoQ, aunque también se detectó presencia de queratina como contaminante. Si bien 

se tomaron todos los recaudos necesarios durante la manipulación y procesamiento, 

es posible que restos de piel hayan caído sobre la muestra durante el proceso de corte 

de las bandas a partir del gel de poliacrilamida. Por otra parte, estos análisis 

arrojaron una cobertura de secuencia para las formas “nativa” y “modificada” de 

PhoQ de 42% y 45% (Figura R&D.III.9), respectivamente, valores similares a los 

obtenidos en el análisis realizado por el Dr. Nichollas Scott. 

 

 

 

En este primer análisis se pudo establecer, utilizando la herramienta “Peak 

compare” del servidor mMass, que los picos obtenidos en el espectro de la muestra 

PhoQ “nativa” se encuentran también en el espectro de la muestra “modificada”. Sin 

embargo, en esta última se evidenció la presencia de picos que no se encontraban en 

la forma no modificada de PhoQ, pero por su baja intensidad de señal no se logró 

obtener información respecto a la secuencia (y no es posible asegurar se trate de un 

fragmento de proteína). Más aún, las masas medidas de los péptidos que lograron ser 

identificados fueron iguales a las teóricas, indicando que los péptidos encontrados no 

presentan modificaciones post-traduccionales. Al igual que en los resultados 

obtenidos de las muestras analizadas en Canadá, se detectó la modificación de 

Cys-395 por propionamida, resultado de la reacción con acrilamida libre como se 

explicó oportunamente. En este caso, tampoco fue posible identificar un péptido 

conteniendo la cisteína 392, por lo que no podemos extraer conclusiones respecto a la 

presencia o no de modificaciones en este aminoácido (Figura R&D.III.9). Finalmente, 

 

FIGURA R&D.III.9: Cobertura de secuencia de PhoQ por péptidos identificados mediante MALDI TOF/TOF en Uruguay. 
Se muestra la secuencia aminoacídica de la proteína PhoQ. Se resaltan los péptidos encontrados al analizar la muestra His-
PhoQ(+) “nativa” (subrayados) y “modificada” (negrita). La cobertura de secuencia lograda fue del 42% y 45% 
respectivamente. 
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no se encontraron modificaciones del tipo palmitoil o miristoil, en cisteínas y 

triptófanos, ni del tipo acetil-lisina en ninguno de los péptidos identificados. 

 

Aprovechando la disponibilidad de un equipo de mayor resolución y 

sensibilidad, el Dr. Rosano repitió el análisis anterior pero introduciendo las muestras 

en un equipo ESI-LTQ Velos (Thermo Scientific). En esta oportunidad, fue posible 

incrementar la cobertura de la secuencia de His-PhoQ(+) “modificada” hasta un 47%, 

pero tampoco se identificaron modificaciones post-traduccionales en los péptidos 

analizados. Más aún, utilizando este equipo no fue posible detectar péptidos 

conteniendo las cisteínas 392 y 395, por lo que no pudo extraerse información 

respecto a estos residuos (Figura R&D.III.10). 

 

 

 

Podemos concluir que, dado que en los análisis de MS no se identificaron 

proteínas de bajo peso molecular, se descartaría la hipótesis de que la interacción de 

PhoQ con otra(s) proteína(s) sea la causa de la diferencia de movilidad electroforética 

observada. Además, el agregado de agentes reductores, como β-mercaptoetanol 5% o 

DTT 25 mM (adicionalmente al porcentaje de β-mercaptoetanol que contiene el 

buffer de muestra), a las muestras previamente a la corrida no provocó la 

desaparición de la banda adicional que reacciona con los anticuerpos anti-PhoQ (no 

mostrado), favoreciendo la hipótesis de que se trata de una modificación post-

traduccional sobre la proteína sensora. 

Por último, los resultados de los análisis por espectrometría de masas 

realizados tanto en Canadá como en Uruguay nos permitieron cubrir, en conjunto, el 

60% de la secuencia de la proteína His-PhoQ “modificada” (Figura R&D.III.11), no 

 

FIGURA R&D.III.10: Cobertura de secuencia de PhoQ por péptidos identificados mediante ESI-LTQ en Uruguay. Se 
muestra la secuencia aminoacídica de la proteína PhoQ. Se resaltan los péptidos encontrados al analizar la muestra His-
PhoQ(+) “nativa” (subrayados) y “modificada” (negrita). La cobertura de secuencia lograda fue del 69% y 47% 
respectivamente. 
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detectándose diferencias de masa entre la predicha y la observada en los péptidos 

identificados, excluyendo la posible presencia de modificaciones en estas secuencias. 

 

 

 

Hay que destacar el análisis realizado sobre la cisteína 395, que mostró que la 

misma se encuentra modificada por propionamida, un aducto de la reacción con 

acrilamida libre durante la corrida electroforética, lo que nos permite concluir que la 

misma no se encuentra modificada previamente a la separación de las muestras por 

PAGE-SDS, porque la presencia de un sustituyente en este residuo prevendría la 

reacción con acrilamida libre. Finalmente cabe mencionar, además, que en ninguna de 

las corridas fue posible detectar péptidos que presenten en su secuencia la cisteína 

392, por lo que resulta interesante plantear futuros experimentos (p.e. mediante la 

utilización de mutantes) tendientes a dilucidar si este residuo presenta 

modificaciones que sean las responsables de la movilidad electroforética alterada que 

observamos para la proteína PhoQ, cuando se analizan fracciones de membrana 

interna obtenidas a partir de células crecidas en presencia de ácido linoleico. 

 

R&D. III. 2. Estudio realizado con variantes quiméricas o truncadas de la 

proteína sensora PhoQ 

Debido a que no fue posible identificar la modificación post-traduccional 

sobre la proteína PhoQ o detectar péptidos que posean masa diferencial entre las 

versiones de His-PhoQ “nativa” y “modificada” en los ensayos de MS, se continuó el 

estudio del efecto observado trabajando con proteínas quiméricas de PhoQ y EnvZ o 

con variantes de PhoQ, a modo de establecer una región más acotada donde podría 

estar ocurriendo la PTMs. En la figura R&D.III.12 se presentan en forma esquemática 

 

FIGURA R&D.III.11: Cobertura de secuencia de PhoQ por péptidos identificados mediante MS en Canadá y Uruguay. 
Se muestra la secuencia aminoacídica de la proteína PhoQ. Se resaltan los péptidos encontrados al analizar la muestra His-
PhoQ(+) “nativa” (subrayados) y “modificada” (negrita). La cobertura de secuencia lograda fue del 72% y 60% 
respectivamente. 
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las variantes quiméricas y truncas de la proteína PhoQ que serán analizadas en esta 

sección. 

 

 

 

Para ello se utilizó una cepa de Escherichia coli que expresa la proteína 

quimérica ZhoQ, constituida por los 185 aminoácidos del extremo N-terminal de EnvZ 

y los 267 aminoácidos del extremo C-terminal de la proteína PhoQ, con un peso 

molecular predicho de 52,6 kDa. Dado que no se observó presencia de bandas 

adicionales al ensayar preparaciones de membranas internas de células 

sobreexpresando EnvZ crecidas en presencia de ácido linoleico, los ensayos 

utilizando esta proteína quimérica nos permitiran establecer a priori si la PTMs 

ocurre en la porción N-terminal o C-terminal de la proteína PhoQ. En cuanto a la 

porción C-terminal de esta proteína quimérica, comprende toda la porción 

citoplásmica de PhoQ luego del TM2, excluyendo de esta manera los dos dominios 

transmembranas y el dominio sensor de PhoQ. 

El protocolo llevado a cabo consiste en crecer las células de E. coli M15 

pREP4 conteniendo el plásmido pQE31::phoQ o pQE31::ZhoQ hasta DO600nm = 0,5-0,6 

en medio de cultivo LB en presencia de ácido linoleico a concentración final 0,5 mg/ml 

o en medio control. La inducción de la expresión de la proteína recombinante se 

realiza por agregado de IPTG a concentración final 0,7 mM, y posterior incubación 

durante 3 horas a 37ºC en agitación. Finalmente, se realiza la preparación de 

membrana interna por técnicas de fraccionamiento celular, como se describe en la 

 

FIGURA R&D.III.12: Variantes quiméricas y truncadas de la proteína sensora PhoQ de Salmonella enterica. Se 
muestran de manera esquemática las estructuras de la proteína PhoQ, de la proteína quimérica ZhoQ (185 aminoácidos 
EnvZ + 267 aminoácidos PhoQ), y de las versiones truncadas PhoQa y PhoQb. Además, se detalla la ubicación de la histidina 
277 (H), residuo aceptor del fosfato en la reacción de autofosforilación, y los pesos moleculares predichos de cada una de 
las variantes. 
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sección M&M.13.b. Una vez obtenidas las fracciones de membranas enriquecidas en la 

proteína PhoQ o en la quimera ZhoQ, el control de la expresión se realizó mediante 

ensayo de Western-blot con anticuerpos anti-PhoQcit, resultado que se muestra en la 

figura R&D.III.13. 

 

 

 

El análisis del resultado confirma la presencia de las dos bandas que 

reaccionan con los anticuerpos anti-PhoQ cuando se sobreexpresa la proteína PhoQ 

completa en medio de cultivo con adición de C18:2. Por otra parte, el resultado 

mostrado en la figura R&D.III.13 también nos permite establecer que la proteína 

quimérica ZhoQ se presenta como dos especies que reaccionan con anticuerpos anti-

PhoQcit cuando las células que la expresan son crecidas en presencia de ácido linoleico 

(ZhoQ(+) “nativa” y “modificada”), contrario a lo ocurrido cuando el vehículizante de 

los mismos está presente en el medio de crecimiento donde se aprecia solo una 

especie de ZhoQ. Si bien no podemos descartar que la PTMs se encuentre en la 

porción correspondiente a EnvZ, dada la baja identidad de secuencia entre las 

porciones N-terminal de PhoQ y EnvZ (17,7%) este resultado contribuye a sugerir 

que la PTM que está afectando la movilidad electroforética se localizaría en el 

extremo C-terminal de la proteína sensora PhoQ. 

Cabe señalar que en este ensayo se apreció que las bandas correspondientes 

a PhoQ(+) “nativa” y ZhoQ(+) “nativa” también migran a un peso molecular 

ligeramente mayor que la de las respectivas proteínas obtenida a partir de células 

 

FIGURA R&D.III.13: La proteína quimérica ZhoQ también presenta especies adicionales que reaccionan con 
anticuerpos anti-PhoQ. Las células de E. coli sobreexpresando PhoQ o ZhoQ fueron crecidas en medio de cultivo LB con 
adición de 0,5 mg/ml de ácido linoleico (18:2) o la cantidad equivalente de etanol (E). Las muestras provenientes de 
membranas internas conteniendo PhoQ o ZhoQ fueron analizadas por PAGE-SDS (12% poliacrilamida) y transferidas a 
membrana de nitrocelulosa, seguida de inmunodetección con anticuerpos policlonales anti-PhoQcit. Se indican los pesos 
moleculares correspondientes (en kDa). 
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crecidas en medio control, lo que podría indicar que existen distintos grados de 

modificación sobre la estructura de PhoQ. 

Hasta el momento de la escritura de este trabajo de tesis no fue posible 

realizar estos experimentos con la otra versión quimérica contraparte de PhoQ y 

EnvZ, es decir, la formada por la porción N-terminal de PhoQ y el extremo C-terminal 

de EnvZ. Esta quimera, que denominaremos QZ, comprende los dos segmentos 

transmembrana y la región sensora de PhoQ (220 aminoácidos), fusionados a la 

porción citoplásmica de EnvZ (265 aminoácidos). Para este caso, deberá realizarse la 

inmunodetección con anticuerpos anti-PhoQper (dirigidos contra la porción 

periplásmica o sensora de PhoQ) y/o con anticuerpos anti-EnvZcit (que reconocen la 

porción citoplásmica de EnvZ). 

 

En base a este resultado, se continuó con los análisis tendientes a determinar 

aquella(s) región(es) de la proteína que eran modificadas post-traduccionalmente, 

para lo cual se utilizaron versiones truncadas de PhoQ que corresponden a la porción 

C-terminal de la proteína. Más específicamente, la versión truncada PhoQa comprende 

el segundo segmento transmembrana (TM2) y la porción citoplásmica de la proteína 

sensora (298 aminoácidos, 34 kDa), y en experimentos previos del laboratorio (no 

publicados) se determinó que se expresa anclada a la membrana interna; mientras 

que, aquella que denominaremos PhoQb, esta formada por sólo 6 aminoácidos del 

segmento TM2 y la porción citoplásmica completa (276 aminoácidos, 31,3 kDa), y es 

expresada de manera soluble en el citoplasma celular (figura R&D.III.12). 

Nuevamente, las células sobreexpresando estas variantes de PhoQ fueron 

crecidas en medio de cultivo LB con agregado de C18:2 a concentración final 0,5 mg/ml 

o en medio control, y la inducción de la expresión proteica fue realizada mediante 

agregado de IPTG 0,7 mM final e incubación a 37ºC en agitación durante 3 hs. Una vez 

realizado el fraccionamiento celular, de acuerdo a lo descripto en la sección 

M&M.13.b, las muestras fueron separadas por PAGE-SDS, electrotransferidas a 

membrana de nitrocelulosa e inmunodetectadas con anticuerpos anti-PhoQcit. Los 

resultados obtenidos se muestran en la figura R&D.III.14. 
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Al analizar los resultados obtenidos al separar las muestras en PAGE-SDS e 

inmunodetectarlas con anticuerpos anti-PhoQ (figura R&D.III.14), podemos observar 

que la proteína PhoQa también presenta un patrón de expresión diferente entre las 

muestras obtenidas a partir de células crecidas en medio control o en medio con 

agregado de C18:2 (PhoQa(-) y PhoQa(+), respectivamente). En este último caso, los 

anticuerpos dirigidos contra la porción citopásmica de PhoQ permitieron detectar al 

menos tres bandas que muestran una migración electroforética diferente a aquella 

observada para la proteína PhoQ proveniente de células crecidas en medio control. 

De acuerdo a los resultados obtenidos hasta el momento es posible apreciar, si se 

realiza un análisis más exhaustivo, que la proteína PhoQ completa también se 

presenta como 3 bandas (como por ejemplo en las figuras R&D.III.2, 6 y 13), siempre 

en el caso de muestras provenientes de células crecidas en presencia de C18:2. Por 

otra parte, para el caso de la versión PhoQb no se observa un patrón de expresión 

diferencial entre muestras obtenidas desde células crecidas en medio de cultivo 

control o con adición de C18:2. Dado que la proteína PhoQa se expresa anclada a la 

membrana interna bacteriana mientras que la variante PhoQb es obtenida de manera 

soluble, este resultado nos permitiría especular que el anclado de PhoQ a la 

membrana interna es requerido para permitir su modificación post-traduccional, ya 

sea porque la modificación tiene relación con el anclaje de la proteína a la membrana, 

debido a que la modificación es estable en el contexto de la bicapa lipídica, o porque 

las enzimas responsables de producir la modificación se hallan en la membrana 

bacteriana o en contacto con la misma. 

 

FIGURA R&D.III.14: Las proteínas truncadas PhoQa y PhoQb también presenta especies adicionales que reaccionan 
con anticuerpos anti-PhoQ. Las células de S. Typhimurium sobreexpresando PhoQ, PhoQa o PhoQb fueron crecidas en 
medio de cultivo LB con adición de 0,5 mg/ml de ácido linoleico (18:2) o la cantidad equivalente de etanol (E). Las muestras 
provenientes de membranas internas conteniendo las proteínas respectivas fueron analizadas por PAGE-SDS (12% 
poliacrilamida). Los geles fueron transferidos a membrana de nitrocelulosa, seguida de inmunodetección con anticuerpos 
policlonales anti-PhoQcit. Se indican los pesos moleculares correspondientes (en kDa). 
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R&D. III. 3. Conclusiones finales 

En el primer capítulo de este trabajo de tesis se presentaron los resultados que 

llevaron a la identificación de los ácidos grasos insaturados de cadena larga (LCUFAs) 

como inhibidores específicos de la expresión de genes regulados por el sistema de 

dos componentes PhoP/PhoQ de Salmonella enterica, y a establecer que la represión 

en la actividad de este sistema era debida a que los LCUFAs actuaban inhibiendo la 

actividad autoquinasa de la proteína sensora anclada en membrana interna PhoQ. 

Paralelamente a los ensayos de actividad de autofosforilación de la proteína PhoQ se 

realizaron experimentos de Western-blot para verificar que no existiera una 

expresión o degradación diferencial de PhoQ en presencia de estos LCUFAs, y poder 

asegurar que la inhibición es específicamente sobre la actividad catalítica de la 

proteína sensora. Esto llevó a observar que, en las muestras provenientes de células 

crecidas en medio de cultivo LB con agregado de ácido linoleico (C18:2) se detectaba 

la aparición de bandas adicionales que reaccionaban con los anticuerpos dirigidos 

contra la porción citoplásmica de PhoQ. Esto nos planteó la incógnita de si existían 

otras proteínas que podrían estar interaccionando con PhoQ o si una modificación 

post-traduccional (PTMs) de esta proteína podrían ser los responsables de esta 

movilidad electroforética alterada. 

Se determinó la presencia de otras proteínas o de PTMs mediante estudios de 

espectrometría de masa (MS). Para ello, se logró purificar la proteína recombinante 

His-PhoQ, tanto a partir de células crecidas en medio de cultivo LB con etanol (-) 

como con C18:2 (+), comprobándose en esta última la presencia de las dos bandas 

que reaccionan tanto con anticuerpos anti-PhoQ como anti-His, especies que 

denominamos “nativa” y “modificada”. Estas dos especies pudieron también ser 

detectadas al teñir geles de poliacrilamida, y luego escindidas las bandas respectivas 

y enviadas para su análisis por MS. En todas las corridas realizadas pudo verificarse 

que los péptidos detectados pertenecían a la proteína PhoQ, y tomando en conjunto 

todos los ensayos de MS se logró cubrir un 72% de la secuencia de PhoQ “nativa” y un 

60% de la versión “modificada” de esta proteína. Desafortunadamente, no se 

pudieron detectar diferencias entre la masa de los péptidos analizados y la masa 

predicha para los mismos, indicando que en la secuencia de PhoQ(+) “modificada” 

cubierta no existen PTMs a las cuales podamos atribuir la diferencia de movilidad 

electroforética observada en los ensayos de PAGE-SDS y Western-blot. Debido a que 
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en los estudios de MS no se detectaron péptidos correspondientes a proteínas cuyo 

peso molecular sea similar al calculado para la diferencia de migración electroforética 

entre las versiones “nativa” y “modificada” de PhoQ (aproximadamente 4,7 kDa), y 

también debido a que en los ensayos de PAGE-SDS en condiciones desnaturalizantes 

mas drásticas, como el agregado de urea (resultados no mostrados), no se alteraron 

los patrones de migración, se descartó la hipótesis de que otras proteínas pudieran 

estar interaccionando con la proteína sensora PhoQ. 

Posteriormente, continuando el estudio de este efecto con proteínas quiméricas 

entre los sensores PhoQ y EnvZ, pudimos acotar la región donde se encontraría la 

PTMs al extremo C-terminal de la proteína PhoQ, más específicamente a la región 

citoplásmica ubicada luego del segmento transmembrana 2. Como se mencionó 

previamente, esta región contiene dos cisteínas, residuos 392 y 395, que se ha 

demostrado son altamente reactivos y capaces de albergar modificaciones 

post-traduccionales. El segundo de ellos, Cys-395, se encontró en los péptidos 

detectados por MS modificado por propionamida, un aducto producto de la reacción 

con acrilamida libre presente durante la separación por PAGE-SDS, indicando que el 

mismo no se encontraría modificado en las muestras previamente a la corrida 

electroforética. Por otra parte, el residuo de cisteína 392 no ha podido ser detectado 

en ninguna de las corridas en los espectrómetros de masa utilizados, lo que nos 

impide poder sacar conclusiones respecto a esta cisteína. Esto puede ser atribuído a 

que, según los sitios de corte por tripsina predichos mediante el servidor 

bioinformático PeptideCutter (ExPASy), el péptido que la contiene poseería 44 

aminoácidos, lo cual constituye un fragmento muy grande para ser detectado por los 

equipos de MS. Esto podría ser salvado en un futuro utilizando otra(s) enzima(s) para 

realizar la digestión de la proteína previamente a la introducción para su análisis por 

MS, o mediante la creación de proteínas mutantes (por ejemplo reemplazando la 

cisteína 392 por serina) y luego analizando el perfil de bandas detectadas con 

anticuerpos anti-PhoQcit en muestras obtenidas a partir de células crecidas en 

presencia de C18:2. 

Por último, si tomamos en conjunto los resultados provenientes del análisis 

utilizando la proteína quimérica ZhoQ, indicando que la modificación se localiza en el 

extremo C-terminal de PhoQ, y la zona cubierta en este extremo por los péptidos 

detectados por MS para la proteína PhoQ(+) “modificada”, podemos reducir aún más 
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la región que contendría la modificación post-traduccional a los péptidos IEALAREVR, 

NLNQLLKSERERYNKYR, SLRNEK, 

VYQRKGVNISMDISPEISFVGEQNDFVEVMGNVLDNACK, RSLVFDRGQR y QHPTQKEE. 

 

Dado que la aparición de bandas adicionales de PhoQ ocurre sólo para células 

crecidas en presencia de C18:2 y no de otros LCUFAs, se podría especular que esta 

modificación no necesariamente posee relación con el mecanismo inhibitorio por 

parte de los ácidos grasos insaturados sobre la actividad autoquinasa de PhoQ. Sin 

embargo, no podemos descartar completamente esta hipótesis con los resultados con 

los que contamos hasta el momento, debido a que el ácido linoleico ha mostrado 

siempre un mayor efecto en la represión de la actividad transcripcional de genes 

regulados por el sistema de dos componentes PhoP/PhoQ, por lo que es posible que 

para el resto de los LCUFAs este efecto de aparición de especies adicionales que 

reaccionen contra anticuerpos anti-PhoQ se produzca a mayores concentraciones. 

Alternativamente, es posible que C18:2 específicamente active o reprima vías que 

lleven a la modificación de PhoQ, y que este mecanismo no este relacionado con la 

inhibición del sistema por parte de LCUFAs. En este sentido, en una búsqueda en los 

datos obtenidos a partir de los ensayos de microarreglos, no se detectaron genes 

involucrados en procesos que lleven a la introducción de PTMs en proteínas cuya 

expresión se encontrara incrementada o disminuida cuando las células son crecidas 

en presencia de C18:2. Más aún, tampoco podemos hipotetizar que C18:2 sea la 

molécula que se encuentra anclada a PhoQ, modificándola, dado que el efecto es 

también observado en una mutante en el gen que codifica para FadD, la enzima 

responsable de traslocar los ácidos grasos al interior celular y activarlos con 

coenzima A, lo cual prevendría la interacción entre C18:2 y la porción citoplásmica de 

PhoQ donde proponemos esta ocurriendo esta modificación. Además, ensayos 

preliminares creciendo las células de Salmonella Typhimurium en presencia de una 

mezcla isotópica de C18:2 frío y [1-14C]ácido linoleico marcado radioactivamente, y 

repitiendo los experimentos de Western-blot luego del fraccionamiento celular para 

obtener membranas internas enriquecidas en la proteína PhoQ, no mostraron 

incorporación de marca radioactiva a las banda correspondiente a la proteína sensora 

en sus estados “nativo” o “modificado”, aportando más evidencias que descartarían 

aquella posibilidad. 
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Finalmente, la identificación del tipo de modificación nos permitirá ahondar en 

los mecanismos, tanto genéticos como celulares, que llevan a la aparición de especies 

adicionales de PhoQ y a los motivos por los cuales esta modificación sólo es 

observada cuando las células son crecidas en presencia de C18:2 y no de otros 

LCUFAs de similares características fisicoquímicas. En última instancia, será 

necesario analizar si esta modificación ocurre en condiciones con las cuales 

Salmonella se encuentra durante su vida ambiental libre o dentro del hospedador. El 

conocimiento más detallado de todos estos procesos nos permitirá determinar cual es 

la relevancia de la modificación post-traduccional de PhoQ en la fisiología y/o la 

virulencia de esta bacteria patógena. 
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R&C. 1. Resumen 

El sistema de dos componentes PhoP/PhoQ regula numerosos fenotipos de 

virulencia en Salmonella enterica. La proteína sensora PhoQ alterna entre un estado 

quinasa y fosfatasa en respuesta a la disponibilidad de Mg2+ en el medio, lo cual define 

el nivel de fosforilación del regulador de respuesta PhoP, modulando su actividad 

transcripcional. Este sistema constituye un objetivo estratégico para la búsqueda y 

desarrollo de compuestos que modulen específicamente su acción, destinados a la 

prevención y tratamiento de las patologías a las que Salmonella da origen. 

En este sentido, durante el trabajo de tesis de la Dra. Mariela Sciara se identificó 

que un extracto metanólico de Lamium amplexicaule era capaz de inhibir 

específicamente la expresión de genes regulados por el TCS PhoP/PhoQ, y se 

determinó que las especies responsables de este efecto eran los ácidos grasos 

insaturados de cadena larga presentes en la muestra. Mediante el uso de AG libres 

puros de origen comercial, se verificó que LCUFAs reprimían de manera dosis 

dependiente la expresión de genes regulados por PhoP, pero no afectaban la 

expresión de genes regulados por otros sistemas de dos componentes en el rango de 

concentraciones ensayadas. Además, los ácidos grasos saturados no mostraron efecto 

sobre ninguno de los genes reporteros, indicando especificidad de sustrato y de 

blanco de acción por parte de los LCUFAs sobre el sistema PhoP/PhoQ. 

Durante el presente trabajo de tesis, se estableció que, al ser agregados 

exógenamente al medio de cultivo bacteriano, los LCUFAs inhiben específicamente la 

capacidad de autofosforilación de la proteína sensora PhoQ en el mecanismo de 

transducción de la señal, lo que lleva a una disminución en los niveles de PhoP 

fosforilado y, finalmente, a una represión en la expresión de los genes del regulón 

phoPQ. 

Los ácidos grasos son metabolizados por la vía de β-oxidación, pero la 

integridad de esta ruta metabólica no es necesaria para observar la represión sobre el 

sistema de dos componentes PhoP/PhoQ, permitiendo concluir que los LCUFAs son 

las especies responsables de este efecto, y no los productos intermedios o el producto 

final de esta vía. 

Por otra parte, también se observó que la expresión de genes regulados por 

PhoP cuando el ácido graso insaturado era removido del medio de cultivo eran 
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equiparables a los niveles de expresión en ausencia de compuesto, lo que lleva a 

concluir que el efecto de LCUFAs sobre el TCS es de naturaleza reversible. 

Además, se determinó que la presencia en simultáneo de dos ácidos grasos 

insaturados en el medio de crecimiento ejerce un efecto represor que es mayor que el 

de cada uno cuando se encuentra presente de manera individual. Por último, se 

ensayaron muestras de bilis fresca de rata que fueron agregadas al medio de cultivo 

LB, y que también mostraron inhibir de manera específica y dosis-dependiente la 

expresión del gen reportero regulado por PhoP sin afectar la actividad transcripcional 

del gen reportero control. Esto nos permite especular que existen compuestos en este 

fluido que podrían constituir señales fisiológicas para que Salmonella pueda 

coordinar la expresión de fenotipos de virulencia a través de la regulación de la 

actividad del sistema de dos componentes PhoP/PhoQ. Dado que no fue posible 

realizar un análisis más detallado de los componentes presentes en la muestra de 

bilis fresca, no podemos asegurar que el efecto inhibitorio sea debido a LCUFAs, 

cationes divalentes o una combinatoria de ambos presente en la muestra, o a otros 

compuestos que no han sido determinados hasta el momento. 

Estos resultados permiten concluir que los LCUFAs, sin mediar procesos 

metabólicos en la célula, actuarían como señales que inhiben la actividad de 

autofosforilación de la proteína sensora PhoQ, ya sea como ligandos interactuando 

directamente con la misma, o a través de la modificación de propiedades de la 

membrana interna bacteriana en la cual se encuentra inserta y que afecten la 

actividad catalítica de la misma. 

 

El hecho de que los ácidos grasos insaturados puedan ser señales que permitan 

a Salmonella distinguir los diferentes ambientes en los que se encuentra, y de esta 

manera, en conjunto con otros estímulos, coordinar los procesos para una exitosa 

invasión del hospedador, nos llevo a estudiar el patrón de expresión génica de cepas 

de Salmonella Typhimurium crecidas en presencia de C18:2 mediante ensayos de 

microarreglos. A partir del análisis del conjunto de datos, pudimos identificar varios 

genes involucrados en un mismo proceso metabólico o celular cuya expresión se 

encontraba reprimida en presencia de C18:2 en el medio de cultivo de una manera 

dependiente de PhoP. Tomando algunos de ellos, se realizó un análisis bioinformático 

que llevó a la identificación de cajas putativas de unión a PhoP sobre genes 
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involucrados en el metabolismo de arginina, glutamato y aspartato, en el 

metabolismo de poliaminas, y en el mecanismo de sensado de la densidad poblacional 

(quorum-sensing). Al momento de escritura de este trabajo de tesis, se comenzó con la 

caracterización del efecto de la mutación en el regulador de respuesta PhoP sobre la 

actividad transcripcional y sobre los niveles de expresión proteica del gen speB (que 

codifica para una de las enzimas del metabolismo de espermidina) y del operon lsr 

(que codifica para el transportador responsable del quorum-sensing bacteriano). 

 

Finalmente, se ha notado en ensayos de Western-blot que muestras de células 

de S. Typhimurium crecidas en presencia de C18:2 que han sido inmunodetectadas 

con anticuerpos anti-PhoQ presentan bandas adicionales (PhoQ(+) “modificada”) a 

las observadas en muestras provenientes de células crecidas en medio control 

(PhoQ(-)), y que las mismas migran a un peso molecular aparente mayor que el 

correspondiente a la especie “sin modificar” de PhoQ. Se logró expresar en forma 

heteróloga en Escherichia coli, solubilizar y purificar la proteína recombinante 

His-PhoQ, tanto a partir de células crecidas en medio de cultivo control como con 

agregado de C18:2. En esta última condición también se evidenció la presencia de 

bandas adicionales, a pesar de estar trabajando en otro entorno génico al momento 

de expresar la proteína. Las fracciones resultantes de la purificación tuvieron una 

resolución electroforética que permitió escindir las bandas de manera individual para 

su análisis por espectrometría de masa (MS). 

Los estudios por MS arrojaron, en conjunto, una cobertura de secuencia de 72% 

y 60% para las proteínas His-PhoQ “nativa” y His-PhoQ “modificada”, pero no se 

pudieron identificar péptidos cuya masa detectada fuera diferente a la predicha y que 

pudiera deberse a la presencia de modificaciones post-traduccionales (PTMs). 

Tampoco se encontraron péptidos correspondientes a proteínas que posean un peso 

molecular similar al observado en el desplazamiento electroforético en la especie 

“modificada”. En base a estos y otros resultados, provenientes de tratamiento con 

agentes reductores, o de separación de las muestras en PAGE-SDS en presencia de 

urea 6M, favorecemos la hipótesis de que se trata de una PTMs que ocurre sobre la 

estructura del sensor PhoQ. 

Por otro lado, mediante el análisis del perfil de inmunodetección de muestras de 

cepas expresando la proteína quimérica ZhoQ crecidas en C18:2, se logró acotar la 
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región en la proteína PhoQ donde se localizaría la modificación al extremo C-terminal 

citoplásmico de la misma. Más aún, por comparación entre versiones truncadas de 

PhoQ, observamos que el anclaje a la membrana de este dominio citoplásmico es 

condición necesaria para que la PTMs se produzca. 

 

Por último, se ha comenzado la caracterización del efecto de nuevos compuestos 

obtenidos a partir de extractos naturales sobre el sistema de dos componentes 

PhoP/PhoQ, pero los resultados son muy preliminares por lo que no han sido 

incluidos en este trabajo de tesis. 

 

R&C. 2. Conclusiones generales 

 

2. a. Conclusiones del Capítulo 1 

 

- Se estableció que el blanco de acción de los LCUFAs en el mecanismo de 

transducción de señales del TCS PhoP/PhoQ es la actividad autoquinasa de la 

proteína sensora PhoQ. 

- Esta inhibición sobre la HQ PhoQ ocurre en presencia de AG insaturados en el 

medio de crecimiento bacteriano, pero no hay represión cuando AG saturados de 

igual longitud de cadena carbonada se encuentra en el medio de cultivo. 

- Ninguno de los ácidos grasos, saturados o insaturados, produjo inhibición de la 

actividad autoquinasa de la HQ homóloga EnvZ, por lo que se podría descartar un 

efecto sobre las HQ de Clase 1. 

- La represión de la actividad de auto-fosforilación de PhoQ fue dependiente de 

la dosis de C18:2 agregada al medio de cultivo. 

- El efecto sobre la actividad transcripcional de los genes PhoP-regulados y 

sobre la actividad autoquinasa de PhoQ es independiente de la presencia de una vía 

de β-oxidación intacta, por lo que la inhibición no es producto de metabolitos 

intermedios de esta vía o del acetil-CoA producto final de la misma. 
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- El efecto represor sobre el TCS PhoP/PhoQ es revertido cuando los LCUFAs 

son removidos del medio de crecimiento. 

- La presencia de una combinatoria de C18:1 y C18:2 en el medio de crecimiento 

produce un efecto mayor que el ejercido por cada uno de manera individual. 

- Se evidenció inhibición de la expresión de genes regulados por PhoP cuando 

las bacterias son crecidas en medio de cultivo con agregado de bilis fresca de rata, 

pero no se identificaron las especies responsables de la misma y si el blanco de acción 

es el mismo que el descripto para los LCUFAs. 

 

2. b. Conclusiones del Capítulo 2 

 

- Se llevaron a cabo ensayo de microarreglos a partir de muestras de ARN 

obtenidas de cepas de Salmonella Typhimurium salvaje y phoP crecidas en medio de 

cultivo en ausencia y presencia de C18:2. 

- El análisis de los datos llevó a la identificación de un conjunto de genes 

activados por PhoP y reprimidos por C18:2. 

- Se identificaron cajas putativas de unión a PhoP en genes involucrados en el 

metabolismo de arginina, glutamato y aspartato, en el metabolismo de poliaminas, y 

en el mecanismo de quorum-sensing. 

- Se observó regulación a nivel transcripcional en la expresión del operon 

involucrado en quorum-sensing por parte del regulador de respuesta PhoP. 

- Los niveles de expresión proteica de SpeB se vieron disminuidos en ausencia 

de PhoP en fase estacionaria de crecimiento. 

 

2. c. Conclusiones del Capítulo 3 

 

- Se detectaron especies adicionales correspondientes a la proteína PhoQ 

cuando las cepas de Salmonella son crecidas en presencia de ácido linoleico. 
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- Se comprobró que la expresión heteróloga de His-PhoQ en células de E. coli 

crecidas en medio LB con agregado de C18:2 también muestra bandas adicionales 

correspondientes a la proteína sensora. 

- Fue puesta a punto la solubilización y purificación de la proteína sensora 

mediante cromatografía de afinidad, lo que finalmente permitió la escisión de bandas 

individuales para su análisis por MS. 

- Los estudios por MS no permitieron identificar proteínas cuya masa 

corresponda con la diferencia de tamaño observada entre las bandas que reaccionan 

con anticuerpos anti-PhoQ, ni péptidos con masa diferencial que correspondan a 

PTMs de la proteína PhoQ. 

- Se logró monitorear la cisteína (Cys) 395 en las muestras, concluyéndose que 

la misma no se encuentra modificada previamente a la corrida electroforética. No se 

pudo realizar el mismo análisis sobre la Cys-392, ya que en ninguna de las muestras 

se detectaron péptidos que la contengan. 

- Estudios con variantes quimeras entre PhoQ y EnvZ o con versiones truncas de 

la proteína PhoQ, permiten sugerir que la PTMs ocurriría en el extremo C-terminal 

citoplásmico, y que es necesario el anclaje de la proteína a la membrana interna para 

que esta modificación se lleve a cabo. 
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