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INTRODUCCION

I.1. El género Salmonella

La primera descripcion de bacterias del género Salmonella se remonta a
finales del siglo XIX, cuando el médico veterinario Daniel Elmer Salmon y su
estudiante Theobald Smith obtuvieron el primer aislamiento de Salmonella
Choleraesuis en muestras tomadas en un cerdo con peste porcina clasicay en 1900
el bacteriélogo francés Joseph Ligniéres propuso que estas bacterias se

denominaran Salmonella, en honor a Salmon.

Salmonella es un género de bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos,
moviles, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Son causantes de una
amplia variedad de enfermedades en animales, incluido el hombre; que abarcan
desde gastroenteritis, fiebre entérica, bacteriemia e infecciones localizadas, hasta un
estado de portador asintomatico. El tipo de infeccion depende del serotipo de

Salmonellay de diversos factores del hospedador (Finiay y Falkow 1989).

El género Salmonellae es actualmente clasificado en s6lo dos especies,
Salmonella enterica y Salmonella bongori, basado en la alta similitud de secuencia
del genoma (96-99%). Existe s6lo una subespecie dentro de S. bongori, nombrada
subespecie V, mientras que S. enterica comprende las restantes 7 subespecies,
diferenciadas bioquimicamente y por relaciones genémicas: I, S. enterica subespecie
enterica; Il, subespecie salamae; lIlla, subespecie arizonae; Illb, subespecie
diarizonae; IV, subespecie houtenae; VI, subespecie indica; y VII, sin nombre (Boyd
y Hartl 1998; Brenner y col. 2000). En general, los serotipos de la subespecie | se
aislan de animales de sangre caliente, como los mamiferos, aunque también se han
reportado aislamientos de reptiles y otros animales de sangre fria (Pasmans y col.
2005). Las restantes subespecies infectan animales de sangre friay cominmente se
aislan de estos reservorios y del ambiente (Lee y col. 2009). EI 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 férmulas

antigénicas para los serotipos no nomenclados en las subespecies I, IV, VI y en S.
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bongori. Dentro de estas 7 subespecies, existen actualmente mas de 2500 serotipos

de Salmonella (Boyd y col. 1996; Brenner y col. 2000; Garai y col. 2012).

Existe una enorme variacién en la virulencia y en la epidemiologia de los
diferentes serotipos de S. enterica subesp. enterica. Por ejemplo, mientras el serovar
Typhi (S. Typhi) es un patégeno exclusivo de humanos, agente causal de la
enfermedad sistémica conocida como fiebre tifoidea, con méas de 27 millones de
casos a nivel mundial cada afio, resultando en una estimacién de 217.000 muertes
(de Jong y col. 2012), otros serotipos de la misma subespecie entericaestan
adaptados a una variedad de hospedadores, como es el caso de los serovares Dublin,
Typhimurium y Choleraesuis, que causan enfermedad tanto en humanos como en

animales (Coburn ycol. 2007).

Los serotipos no tifoideos de Salmonella (NTS) causan gastroenteritis o
enterocolitis en humanos, caracterizadas por inflamacion intestinal y diarrea. En
general estos serotipos también causan infecciones en multiples hospedadores tales
como ganado vacuno, equino, porcino, aves de corral, etc. S. enterica subespecie
enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) es uno de los serovares no
tifoideos mas comunmente aislados en el mundo (EI-Aziz 2013). La gastroenteritis
causada por los serotipos NTS generalmente es autolimitada y suele cursar sin
complicaciones, aunque en algunas ocasiones pueden aparecer manifestaciones
extra-intestinales mas graves, como bacteriemias e infecciones focales localizadas
en cualquier 6rgano (Leey col. 2000). Por su parte, las bacteriemias transitorias en
el seno de una gastroenteritis aguda se producen principalmente en niflosy el mayor
riesgo de adquisicion de infecciones focales se asocia con la existencia de una
enfermedad de base o inmunodepresion. Algunas de las infecciones causadas por
serovares NTS pueden requerir terapia antimicrobiana y en el hombre estas
infecciones causadas por cepas de Salmonella resistentes a los antimicrobianos se
han asociado con un mayor riesgo de infecciones extra-intestinales, hospitalizacion,
mayor duracion de laenfermedad y un mayor nimero de casos, en comparacion con
los aislamientos susceptibles a los antibidticos (Chen y col. 2007). Se calcula que las
infecciones por serovares NTS causan 93,8 millones de casos de gastroenteritisy 3,4

millones de casos de enfermedad invasiva en los seres humanos cada afio, con un
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estimativo de 155.000 muertes, lo que ejerce un enorme peso sobre la salud publica
mundial (Afemay col. 2016).

S. Typhimurium es capaz de provocar una infeccion sistémica en ratones
susceptibles, que se asemeja a la fiebre tifoidea y del estudio de la infeccion de
ratones con el serotipo Typhimurium surgi6 la mayor parte del entendimiento de la
patogénesis de la fiebre entérica (Broz y col. 2012). En este trabajo de Tesis, se
utiliz6 como organismo silvestre la cepa Salmonella enterica subespecie enterica
serotipo Typhimurium (ATCC® 14028™) y que a partir de ahora se nombrara como

Salmonella Typhimurium o S. Typhimurium.

I.2. Ciclo de vida de Salmonellay supervivencia en el medio ambiente

El éxito evolutivo de los patdgenos bacterianos depende de su capacidad para
colonizar y causar enfermedad en los hospedadores susceptibles. Igualmente
importante es la efectividad con que estos patdgenos se transmiten. La persistencia
de Salmonella, o su capacidad para sobrevivir bajo condiciones de estrés, ha sido
tradicionalmente estudiada por separado de la virulencia. Sin embargo, el éxito
continuo de estos patdgenos indica que ambos rasgos deben estar conectados de

manera inherente (MacKenzie y col. 2015).

Los serotipos de S. enterica subespecie enterica se pueden describir como
restringidos o adaptados al hospedador, o bien como serotipos “generalistas” o
adaptados a una amplia variedad de hospedadores (Waldner y col. 2012). Esta
categoria tiene implicancias importantes en las caracteristicas de transmision de
cadaaislamiento. Por su parte, los serovares restringidos a un dado hospedador han
desarrollado estrategias para persistir y eludir las defensas inmunitarias del
hospedador. Salmonella Typhi, por ejemplo, se disemina desde el tracto
gastrointestinal hacia el sistema reticulo-endotelial, una vez que alcanza los 6rganos
de este sistema (médula, bazo, ganglios linfaticos, higado) puede infectar
macrofagos y pasar de nuevo a la circulacién para luego ingresar a distintos 6rganos
como la vesicula biliar, donde puede establecerse de manera crénica formando
biopeliculas tanto en el epitelio de la vesicula como asi también en célculos biliares

(Gonzalez-Escobedo y Gunn 2013). Aproximadamente un porcentaje del 1 al 6% de

4
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los pacientes que han sido infectados con Salmonella Typhi se convierten en
portadores asintomaticos crénicos. Por el contrario, la patogénesis de los serotipos
generalistas por lo general conduce a gastroenteritis, y los pacientes infectados
excretan Salmonella durante un periodo de tiempo relativamente corto. Ha habido
casos en los que la excrecidon ocurre después de la recuperacion, pero solo a niveles
bajos (Waldner y col. 2012). Por esto, el ciclo de vida de las cepas NTS

generalistastiene una mayor dependencia de la sobrevida en el medio ambiente.

Una estrategia para la supervivencia bacteriana es a través de la formacion
de biopeliculas, también llamadas biofilms, donde las células se agregan y se
incrustan en una matriz extracelular autoproducida, generalmente en contacto con
una superficie. Esto se ha descrito en Salmonella como el morfotipo rdar, que
significa rojo, seco y rugoso (R6mling 2005; Jain y Chen 2007). La matriz
extracelular que rodea a las células rdar-positivas estd compuesta de polimeros de
proteina (fimbrias tipo curli) y polisacaridos extracelulares (celulosa y antigeno-O
capsular) que unen fisicamente a las células. Las células embebidas en la matriz
extracelular tienen mayor persistenciatras la exposicién a condiciones de inanicion,
desecacion y tratamiento con desinfectantes, asi como una mayor capacidad para
adherirse tanto a las superficies bidticas como abidticas. Las células rdar-positivas
también pueden causar infecciones después de largos periodos, pero no parecen
estar especificamente adaptadas para la virulencia (Waldner y col. 2012; MacKenzie
y col. 2015). En contraste, los aislados de Salmonella rdar-negativos tienden a causar
formas mas invasivas de la enfermedad (MacKenzie y col. 2015). La mayoria de los
aislamientos de serotipos NTS son rdar-positivos, y la mayoria de los aislados
tifoideos de Salmonella son rdar-negativos. Una posible explicacion de esta
correlacién es que el morfotipo rdar es una adaptacion necesaria para la vida fuera
del hospedador (MacKenzie y col. 2015). La transmisién de los serotipos NTS desde
los animales a los seres humanos normalmente se produce a través de la via fecal-
oral mediante el consumo de productos alimenticios contaminados, agua
contaminada, o por el contacto directo con los animales portadores. Aunque el tracto
intestinal de los animales de produccion se considera el principal reservorio de los
serotipos no tifoideos de Salmonella, estas bacterias también se encuentran en

muchas especies de vida silvestre (Bondo y col. 2016).
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Los brotes de Salmonella se han relacionado con la carne contaminada, las
aves de corral, los huevos, los productos lacteos no pasteurizados, los tomates, las
semillas de alfalfa, los melones, la lechuga, mangos, chocolate, formula infantil en
polvo, almendras crudas, condimentos secos y cereales, entre otros. Estos brotes de
S. enterica asociados con estos vehiculos alimentarios involucran a los serovares
generalistas de hospedador, NTS. El agua de riego y los suelos conducen a la

contaminacion previa de los reservorios recién mencionados (Waldner y col. 2012).

A diferencia de otras bacterias patdgenas, los serotipos NTS son capaces de
persistir y proliferar en el medio ambiente desarrollando un estilo de vida ciclico
hospedador-ambiente externo-hospedador (Figura 1). Salmonella no tifoidea
puedesobrevivir y en algunos casos, es capaz de replicarse, al menos durante un afio
en el suelo, de semanas a meses en el agua y en las plantas, y hasta un mes en las
excreciones de cerdos infectados, que frecuentemente se utilizan como abono
(Winfield y Groisman 2003; Afemay col. 2016). La diversidad y la abundancia de
Salmonella en las muestras de agua estan fuertemente influenciadas por las
precipitaciones estacionales y la temperatura del agua, y la deteccion en muestras
de suelo esta asociada con la humedad y conla actividad humana y animal (Bondo y
col. 2016). Asi, la mayoria de los ambientes no hospedadores se caracterizan por una
elevada variabilidad térmica, alta osmolaridad, fluctuaciones de pH y baja

disponibilidad de nutrientes.

Se postula que lacapacidad adaptativa de Salmonella se debe a que posee un
repertorio de genes no requeridos para la virulencia, pero ausentes en especies
entéricas relacionadas, que le permiten la adaptacion a su ciclo de vida, que incluye
la supervivencia en ambientes hospedadores y no hospedadores (Winfield y
Groisman 2003).
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Figura 1. El ciclo de vida de Salmonella alterna entre las especies hospedadoras y el ambiente
externo. Figura adaptada de Winfield y Groisman, 2003.

Serotipos de NTS se han aislado de suelos ricos en metales pesados y en
piensos, dedicados a la alimentacion porcina, suplementados con micronutrientes
como cobre y zinc (Winfield y Groisman 2003; Yang y col. 2011; Thacker 2013;
Medardus y col. 2014). Cuando estos micronutrientesse utilizan a elevadas
concentracionesen la alimentacion de cerdos jovenes pueden promover su
crecimiento (Yang y col. 2011; Medardus y col. 2014). Recientemente, se ha
demostrado que serovares como Typhimurium presentan resistencia a multiples
farmacos y justamente se ha observado la aparicion de Salmonella multiresistentes
(MDR) en los sistemas de produccion porcina, ain cuando no existian antecedentes
de uso de antimicrobianos, ya sea como terapéuticos o como promotores del
crecimiento (Gebreyes y col. 2006; Medardus y col. 2014). Ademas de la presion
selectiva directa de la resistencia antibiética, existe una co-seleccion debida a otros
agentes quimicos estructuralmente relacionados o no, incluyendo el uso de
micronutrientes de metales pesados que se utilizan en la alimentacién porcina a
niveles mayores alos requerimientos diarios recomendados (Medardusy col. 2014),
lo que podria potencialmente aumentar la presion selectiva y su asociacion con la
resistencia antimicrobiana, aunque para confirmarlo se requiere de mas

investigacion.
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1.3. Invasion y sobrevida de Salmonella dentro de células eucariéticas

Gracias a muchos de los factores de virulencia codificados en su genoma,
Salmonella puede invadir y sobrevivir intracelularmente replicandose tanto en
células fagociticas como no fagociticas (Garai y col. 2012). Salmonella enterica posee
dos sistemas de secrecién de tipo 11l (T3SS) codificados en islas de patogenicidad
(SPIs) que inyectan proteinas efectoras a las células hospedadoras para manipular
su fisiologia (Manon y col. 2008). La SPI1 contiene 39 genes que codifican para
proteinas estructurales del T3SS-1 (operones inv/spay prg), proteinas del traslocén
(SipB, SipC, SipD), algunos efectores (SipA, SptP, AvrA), algunas chaperonas (SicA,
InvB, SicP) y cuatro reguladores transcripcionales (HilA, HilC, HilD e InvF) (Gong y
col. 2010). Dichos factores en conjunto producen una serie de modificaciones dentro
del hospedador, cruciales para la invasion de las células no fagociticas como las

células M, y para la activacion de respuestas pro-inflamatorias (de Jong y col. 2012).

Siguiendo el curso de la internalizacion, Salmonella permanece dentro de un
fagosoma modificado conocido como la vacuola que contiene a Salmonella (SCV, del
inglés Salmonella containing vacuole). La formacién y mantenimiento de la SCV
involucra eventos que son controlados por la SPI12 (Ochman y col. 1996; Hensel y
col. 1998; Brumell y col. 2002). Su principal funcion es la de remodelar la vacuola,
formando un nicho de replicacién intracelular mediante la alteracién del tréafico
endocitico (Brumell y col. 2002). Las actividades realizadas por los diversos
efectores incluyen la alteracion de la fusién entre lisosomas y la SCV (Uchiya y col.
1999), la evasion de la muerte de macréfagos dependiente de la NADPH oxidasa
(Volkman y col. 2001), el retraso de la muerte celular programada (van der Velden
y col. 2000), la alteracion de la membrana vacuolar y la manipulacion del
citoesqueleto asociado a la SCV (Ruiz-Albert y col. 2002; Poh y col. 2008).
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I.4. Los metales de transicion y su rol en los sistemas biolGdgicos

4.1. Generalidades de los metales de transicion

Los metales estan involucrados en todas las fases de la existencia microbiana
y juegan roles primordiales en el crecimiento celular y el funcionamiento metabdlico
(D. Nies 2007). Ademas de los principales elementos quimicos, carbono (C),
hidrégeno (H), oxigeno (0), nitrogeno (N), fosforo (P) y azufre (S), utilizados como
componentes de proteinas, lipidos, acidos nucleicos y azucares, las células requieren
de metales para su desarrollo normal. Algunos, como sodio (Na), magnesio (Mg),
potasio (K) y calcio (Ca), son requeridos en grandes cantidades por lo que se los
denomina macronutrientes, mientras que otros, entre los que se incluye metales de
transicién o “metales pesados” como manganeso (Mn), hierro (Fe), cobalto (Co),
niquel (Ni), vanadio (V), molibdeno (Mo), zinc (Zn), cobre (Cu) y tungsteno (W), son
requeridos en cantidades mucho menores (Hobman y col. 2007).

Debido al potencial redox unico de algunos de estos metales de transicion,
también denominados micronutrientes, muchos tienen importantes roles como
cofactores en enzimasy se requieren para la transferencia de electrones (Wackett y
col. 2004). Se estima que entre el 30-45% de las enzimas son metaloproteinas cuyas
funciones requieren de un cofactor metélico (Porcherony col. 2013).

Se han definido cinco gruposque contienen a los metales de transicion segun
su contenido en la corteza terrestre frente a su movilidad, lo que nos indica la
disponibilidad de los mismos (Figura 2). La movilidad se calcula como el contenido
de ese metal en agua de mar dividido por el contenido en la corteza terrestre.Los
metales con alta movilidad a pesar de su bajo contenido en la corteza terrestre estan
en el grupo 1), en el 1) los que tienen elevada biodisponibilidad, en el 111) aquellos
con biodisponibilidad extremadamente limitada, en el IV) los que presentan elevado
contenido en la corteza terrestre pero con baja movilidad y en el grupo V) el
hierro.En general, las bacterias utilizan los metales de transicién de los grupos | y Il
(Figura 2) ya que son los que presentan mayor movilidad. Aunque existen tres
excepciones: cromo (Cr) del grupo 1V, ya que es capaz de formar el oxianién de
cromato altamente soluble, el itrio (Y), del grupo Il, porque precipita como un

hidroxido similar a otros cationes metalicos trivalentes, y el hierro (Fe) que tiene
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una posicion en el grupo V. Bajo condiciones o6xicas, existe como Fe(lll),
precipitando como hidréxido insoluble. Al pertenecer al grupo V es el elemento con
menor biodisponibilidad, pero a pesar de ello es ampliamente utilizado como
elemento bioldgico. Antes que el oxigeno esté disponible en la tierra, hace 2400
millones de afios, el hierro existia como Fe(ll) y era en gran medida biodisponible y
utilizado por las primeras formas de vida. Después de este evento, las células se
enfrentaron a una limitaciéon de Fe(ll) debido a la precipitacion de hidroxido de
Fe(lll), lo que fue resuelto gracias a la evolucién de vias de importacién de hierro
dependientes de los sideroforos. En los ambientes anodxicos, el Fe(ll) es la forma
predominante y disponible del hierro. Es por esto que a pesar de su baja

biodisponibilidad, el hierro es un importante bioelemento (D. H. Nies 2016).
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Figura 2. Disponibilidad de los metales de transicion. Representacion del contenido de un metal de
transicion frente a la movilidad, calculada como el contenido de ese metal en agua de mar dividido por el
contenido en la corteza terrestre. Esto define cinco grupos: I) aquellos con alta movilidad a pesar de su bajo
contenido en la corteza terrestre, 1) con elevada disponibilidad, 11I) con disponibilidad extremadamente
limitada, 1V) con elevado contenido en la corteza terrestre pero con baja disponibilidad y V) hierro. El grupo
I contiene todos los oxianiones esenciales (violeta), cationes esenciales-pero toxicos (verde), ademas del
hierro que no es toxico (azul) y pertenece al grupo V y en rojo los metales de transicion toxicos del grupo |y
IV. Adaptado de (D. H. Nies 2016).
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I.5. Particularidades del Cu

5.1. Rol del Cu en los microorganismos

El cobre (Cu), es un elemento comun en el planeta y se distribuye en el
ambiente a través de procesos naturales. Su concentracion media en la corteza
terrestre es de 60 ppm (Kiaune y Singhasemanon 2011), donde se encuentra
formando compuestos como pirita (CuFeSy), calcocita (Cu.S), cuprita (Cuz20) y
malaquita (Cu2CO3(OH)2) (Magnaniy Solioz 2007).

El Cu se ha utilizado durante gran parte de la civilizacion como agente
antimicrobiano. El uso medicinal mas antiguo registrado del cobre se remonta a las
antiguas civilizaciones de egipcios, romanos y aztecas para el tratamiento de heridas
y la esterilizacion del agua. Debido a sus propiedades antimicrobianas, actualmente
el cobre se utiliza en muchos materiales diferentes. Es empleado en dispositivos
médicos para reducir infecciones nosocomiales, y por sus propiedades biocidas
también se lo utiliza enproductos textiles y en agricultura (Borkow y Gabbay 2006).
Su uso a nivel mundial se incrementa dia a dia, lo que conlleva a su acumulacién en

la corteza terrestre (Kiaune y Singhasemanon 2011).

En los sistemas bioldgicos el cobre puede existir tanto en el estado reducido
Cu(l) (3d10) como en el estado oxidado Cu(ll) (3d9). Es un bioelemento joven ya que
en las condiciones reductoras prevalentes previas al advenimiento del oxigeno
atmosférico, el Cu se encontraba en el estado Cu(l), insoluble en agua en forma de
sulfuros y por lo tanto no biodisponible. Con el advenimiento de los
microorganismos fotosintéticos como las cianobacterias y la concomitante
acumulacién de oxigeno molecular, ocurrieron cambios irreversibles en la vida
sobre la Tierra (Rensing y Grass 2003). Mientras las enzimas involucradas en el
metabolismo anaerdbico funcionan en la porcién baja del espectro redox, la
presencia de oxigeno molecular cre6 la necesidad de utilizar un metal activo con
potenciales EoM"*1 EoMn de 0 a 0,8 V. El potencial redox Cu(11)/Cu(l) es usualmente
mayor que el del Fe(l11)/Fe(1l) y lamayoria de las cupro-enzimas trabajan entre 0,25
y 0,75V. Este alto potencial, puede ser utilizado para la oxidaciéon directa de

compuestos facilmente oxidables como superdxido, ascorbato, catecol o fenolato. Es
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por esta razén, que las cuproproteinas estan ampliamente distribuidas entre los
organismos aerobicosy principalmente llevan a cabo dos funciones: la transferencia
de electrones y el transporte y activacion de Oz, estando presentes en procesos
vitales tales como la respiracion, el transporte de hierro, la proteccion al estrés

oxidativo, la coagulacién sanguineay pigmentacion (Rensing y Grass 2003).

En el genoma de E. coli K12 hay codificadas sélo unas pocas proteinas que
unen Cu y se considera que todas ellas son de localizacidon extracitoplasmica
(Keseler y col. 2013). Ejemplos de ello son la citocromo bo oxidasa que facilita el
flujo de electrones en la respiracion aeroObica, amino-oxidasas como TynA que
permite a la célula usar feniletilamina como Unica fuente de carbono y energia, las
Cu-Zn superoéxido dismutasas que protegen a las células de las especies reactivas del
oxigeno (EROs), generadas por ejemplo dentro de los fagocitos profesionales, y la
multicobre oxidasa CueO que oxida el Cu(l) a Cu(ll) menos téxico para las células
(Wayne Outten y Munson 2013).

5.2. Toxicidad del Cu en los microorganismos

Si bien el Cu es un metal esencial, su alta reactividad hace que sea toxico a
concentraciones relativamente bajas. La causa principal de la toxicidad celular del
Cu continua siendo una incognita. La hipotesis mas apoyada (Dupont y col. 2011)
sostenia que, tal como ocurre in vitro, el Cu reacciona con moléculas de H202
enddgenas para generar radicales hidroxilos en un proceso analogo a la reaccion de

Fenton:
Cul* + H02—> Cu2* + OH- + HO

Cuando la reaccion anéloga es generada in vivo por Fe(ll) en el citoplasma,
los radicales hidroxilos son potentes oxidantes del ADN causando mutagénesis y
letalidad (Imlayy col. 1988). Sin embargo, el crecimiento de cepas de E. coli sensibles
al Cu que acumulan mayor cantidad del cation intracelularmente, se ve favorecido
frente a la exposicién a H.0, cuando se agrega Cu al medio (Macomber y col. 2007).
El Cu no generaria cantidades significativas de EROs que dafien al ADN, sino que

reduciria la generacion de radicales toxicos generados a causa del Fe(ll),
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conduciendo a una menor cantidad de lesiones en el genoma (Macomber y col.
2007). Este efecto se debe en parte a que la mayor proporcién del Cu con actividad
redox estaria presente en el periplasma sin acceso directo al ADN (Macomber y col.
2007). Estos estudios, sumado al hecho de que el Cu ejerce su efecto tdxico aln en
condiciones anaerdbicas motivaron a investigar sobre el origen del mecanismo
primario de toxicidad del metal. Recientemente, se observé en cepas de E. coli que
niveles micromolares de Cu inhiben el crecimiento de las células y que el agregado
de aminoécidos de cadena ramificada es suficiente para restablecerlo, indicando que
el Cu bloguea la biosintesis de dichos aminoacidos (Macomber y Imlay 2009).
Efectivamente, el tratamiento con el metal rapidamente inactiva enzimas de la
familia de las deshidratasas que contienen centros Fe-S entre las cuales se encuentra
la isopropilmalato dehidratasa implicada en la biosintesis de aminoacidos
ramificados (Jang y Imlay 2007). Dicha inactivacién ocurre tanto in vivo como in
vitro y el dafio sucede concomitantemente con el desplazamiento de &tomos de Fe
desde los centros Fe-S expuestos al solvente, sugiriendo que Cu(l) inactiva a estas
proteinas actuando como ligando de coordinacion con los atomos de azufre
(Macomber y Imlay 2009; Chillappagari y col. 2010). Tanto el eflujo del cobre
mediante las bombas especificas, el quelado del mismo con glutation, como los
sistemas de ensamblado que reparan los centros Fe-S aumentan la resistencia de las

células a este metal (Pontel y col. 2015).

Otracausade latoxicidad del Cu esta asociada a la tendencia tanto de la forma
caprica (Cu*2) como la cuprosa (Cu*l) de formar complejos con bases de Lewis
débiles como tioles, hidruros, cianuros y fosfinas, interfiriendo con la actividad de
moléculas importantes para la célula (Magnani y Solioz 2007). Los enlaces estables
Cu(I)-N usualmente son inertes mientras que los enlaces con ligandos dadores de
oxigeno son mas labiles; por su parte, el Cu(l) se une preferencialmente a ligandos

como grupos sulfhidrilos (Rensing y Grass 2003).

5.3. Homeostasis de cobre en las bacterias

Los microorganismos han desarrollado estrategias para prevenir la

acumulacién de Cu(l) en los compartimentos celulares de manera tal de evitar la

13



INTRODUCCION

toxicidad del metal libre. Esto se logra gracias a una maquinaria conformada por
reguladores transcripcionales, transportadores de membrana y moléculas
pequefias de union a Cu(l) que en conjunto controlan estrictamente los niveles de

cobre.

Los mecanismos de adquisicion del cobresolo se han identificado en muy
pocas especies y no han sido dilucidados por completo. En las bacterias patdgenas,
aun no se han identificado importadores especificos de cobre lo que sugiere que la
demanda intracelular de Cu es baja o que el metal esta facilmente disponible en los
hospedadores infectados (Pontel y col. 2015). Hasta el momento, sélo se ha
reportado que E. coli uropatogénica, sintetiza un sider6foro llamado yersiniabactina
que une Cu(ll) y que puede ser esencial para la adquisicion del metal en condiciones
limitantes del mismo y en algunos casos para secuestrarlo y evitar su toxicidad (Fu
y col. 2014; Palmer y Skaar 2016). Por el contrario, los patégenos dedican la mayor
parte de sus esfuerzos a restringir la disponibilidad de Cu, utilizando mecanismos
de eflujo, conversion redox o secuestro del metal, asi como dirigiendo el trafico

intracelular del cobre sélo a las proteinas diana.

A continuacion, se explicaran los mecanismos de homeostasis de cobre en

enterobacterias.

5.3.1. Determinantes de la resistencia al cobre en E. coli

En E. coli se han identificado dos sistemas cromosomales involucrados en la
tolerancia al Cu que catalizan el eflujo del exceso del catién desde la célula hacia el
espacio extracelular. Uno de ellos es el sistema Cue, del inglés Cu-efflux, y el otro, es

el sistema de eflujo de cobre Cus, del inglés Cu-sensing (Outten y col. 2001).

El requlén Cue

Uno de los principales sistemas de resistencia a Cu es el regulén Cue,
esquematizado en la Figura 3. En presencia de Cu en el citoplasma, el regulador
transcripcional CueR activa la expresion de los genes de resistencia al CucopAy cueO

(Outten y col. 2001; Stoyanov y col. 2001). Este regulador pertenece a la familia
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MerR; por lo tanto para entender su funcionamiento se describira brevemente el
mecanismo con el cual el regulador MerR, el primero caracterizado en esta familia

de factores transcripcionales, actia sobre los promotores de sus genes blanco.
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Figura 3. Resistencia a Cu en E. coli. La detoxificacion de Cu esta a cargo de los sistemas Cue y Cus. En
presencia de Cu en el citoplasma interviene el sistema Cue. CueR detecta la presencia de Cu y activa la
expresion de copA y cueO que brindan resistencia al metal principalmente en aerobiosis (+02). El sistema
Cus, detecta Cu en el periplasma activando la expresion de la bomba de eflujo CusCFBA de importancia en la
resistencia al Cu en anaerobiosis (-0z2).

MerR (del inglés Mercury Resistance Regulator), fue identificado en el afio
1986 como el gen responsable de la activacién de los genes que otorgan resistencia
a mercurio (Hg) en bacterias (Lund y col. 1986). La posterior expresion
recombinante y estudios bioquimicos determinaron que se trataba de una proteina
capaz de unirse a los promotores bajo su control transcripcional, reconociendo un
operador que se caracteriza por repeticiones invertidas que forman una diada
simétrica, ubicado entre las cajas -10 y -35 de estos promotores, tanto en presencia
como ausencia de Hg (O’Halloran y Walsh 1987).

Mientras que el espaciamiento Optimo entre las cajas -10 y -35 en un
promotor tipico es de 17 pares de bases (pb), los promotores mer operan con un
espaciamiento subdptimo de 19 pb (Heldwein y Brennan 2001; Brown y col. 2003);
esta es una caracteristica crucial de los promotores modulados por MerR y es el

centro del mecanismo de distorsion del ADN con el cual operan estos reguladores.
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El hecho de que el espaciamiento entre sus elementos -10 y -35 difiera de los
17 pb consenso, hace que estos promotores sean malos substratos para la ARN
Polimerasa (ARNP) (Outten y col. 1999). En el mecanismo de distorsién del ADN
provocado por MerR, la transicién desde la represion a la activacion involucra varias
alteraciones locales en la estructura del ADN y se propone que una serie de
distorsiones especificas convierten al promotor en un substrato propicio para la
ARNP (Philips y col. 2015). Se propone que el regulador en su forma apo-MerR
provoca una curvaturaen el ADN produciendo dos pliegues en la estructura de dicha
moléculay el agregado del inductor libera la tensidn de esta curvatura a la altura de
los pliegues.

Cuando el metal se une a MerR se produce un sub-enrollamiento del ADN
(diferente al estado natural sin metal apo-MerR) cuyo efecto es ubicar a las cajas -
10 y -35 en un alineamiento apropiado para la unién de la ARNP con lo cual se
produce la formacion del complejo abierto y el posterior comienzo de la
transcripcion (Ansariy col. 1992; Outten y col. 1999). El sub-enrollamiento ademas
podria ayudar energéticamente a la separacion de las hebras para la formacion del
complejo abierto. El acortamiento de la regién espaciadora, mediante una delecién
de 2 pb, alinea las cajas -10 y -35 en una conformacion apropiada para la unién de
la ARNP generando asi un promotor “constitutivo” para el regulador de tipo MerR
involucrado (Outten y col. 1999).

En el afio 2001 se reportod que el regulador de la expresion de la ATPasa que
exporta Cu en E coli, CopA, es un activador transcripcional de la familia MerR al cual
se denominé CueR (Stoyanov y col. 2001). Estudios con el gen reportero lacZ
demostraron que la expresion de copA aumenta en presencia de Cu dependiendo de
la presencia de CueR, que se une a su operador y promueve la formacion del
complejo abierto de un modo similar al descripto para MerR (Espariz y col. 2007;
Changelay col. 2003; Philips y col. 2015; Martell y col. 2015).

La calibracién termodinamica para CueR revela una sensibilidad zeptomolar
(10-21) para la union de Cul* libre, que representa menos de un atomo por célula
(Changelay col. 2003), sugiriendo que no habria iones de Cu libres en el citoplasma.
CueR activa la expresion de los genes que codifican para la multicobre oxidasa CueO

y la ATPasa tipo P CopA, que seran detallados a continuacion.
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La oxidasa CueO

CueO es una multicobre oxidasa periplasmica que cataliza la oxidacién de
varios substratos tales como polifenoles, poliaminas aromaticas, L-ascorbato e iones
metalicos, transfiriendo los electrones liberados a un grupo de iones Cu con la
concomitante reduccidn de oxigeno molecular aagua (Sakurai y Kataoka 2007). Esta
proteina requiere de O, para su actividad y por lo tanto es inactiva en anaerobiosis.
Aungue aun se debe establecer su rol con mayor precision, se propone que CueO
contribuye a la detoxificacion del Cu convirtiendo el Cu(l) en Cu(ll), menos toxico

para la célula (Osman y Cavet 2008).

CueO une 4 iones de Cuy esexportada al periplasma por el sistema TAT (para
proteinas pre-plegadas), donde exhibe actividad oxidasa inducida por el i6n
metalico (Roberts y col. 2002; Singh y col. 2004). Esto sugiere que la proteina se
pliega y es metalada en el citoplasma antes de su exportacién al periplasma. Se
propone que la metalacion citoplasmica de esta proteina contribuye a la tolerancia
a cobre en condiciones anaerobias cuando la actividad oxidasa de esta proteina se

encuentra inhibida (Espariz y col. 2007; Pontel y col. 2015).

Ademas de Cu(l), CueO puede oxidar otros compuestos en presencia de Cu,
incluyendo al sideréforo de hierro enterobactina (Grass y col. 2004). De esta forma,
E. coli se protege de la toxicidad por Cu previniendo la reduccion de Cu(ll) a Cu(l)

mediada por dicho sider6foro (Osman y Cavet 2008).

La bomba de eflujo CopA

Las ATPasas de tipo Pig transportan Cu(l) a través de las membranas
celulares en una amplia gama de organismos, incluyendo bacterias, arqueas, y
eucariotas. CopA es responsable del eflujo de Cu(l) desde el citosol, impulsada
energéticamente por ATP, hacia el periplasma bacteriano (Rensing y col. 2000)
tanto en condiciones aerdbicas como anaerobicas (Osman y Cavet 2008; Espariz y
col. 2007). Mutantes por delecién en copA son hipersensibles al Cu, mientras que la
tolerancia a otros metales no se ve afectada, al menos bajo condiciones aerdbicas
(Rensing y col. 2000).

17



INTRODUCCION

El sistema Cus v su rol en monitorear el exceso de cobre en condiciones

anaerobicas

Ademas del regulon Cue, E. coli cuenta con el sistema Cus de detoxificacién
de Cu; éste, esta codificado por el operon cusCFBA, y controlado
transcripcionalmente por el sistema de transduccion de sefial de dos componentes
CusR/CusS que en presencia de exceso de Cu periplasmico activa su expresion
(Figura 3) (Outteny col. 2001).

Mientras que el sistema Cue confiere tolerancia al Cu bajo niveles moderados
a altos del metal, el sistema Cus solamente es requerido bajo condiciones extremas
de estrés por Cu y es particularmente importante en ambientes anaerobicos
(Bondarczuk y Piotrowska-Seget 2013). Se ha reportado que mientras que la
expresion maxima de los promotores de cueO y copA ocurre a una concentracion de
10 uM Cu, la induccion méaxima de cusCFBA ocurre a niveles mucho mayores, 200
uM Cu, sugiriendo que el sistema de dos componentes s6lo se activa ante un estrées
de cobre prolongado y/o ante un incremento de las concentraciones del metal
(Osman y Cavet 2008). En contraste, bajo condiciones anaerdbicas, la expresion
maxima para el promotor de cusCFBA ocurre a niveles menores de Cu que los
observados en aerobiosis (70 pM), mientras que los niveles de Cu requeridos para
la induccion maxima de cueO se incrementan a 60 pM, sugiriendo un rol mas
importante para el sistema Cus bajo condiciones anaerobicas, posiblemente
relacionado a un aumento en la proporcion periplasmatica de Cu(l) (Osman y Cavet
2008). En concordancia con estas observaciones, mutantes delecionadas en cusR o
cusA poseen una tolerancia normal al Cu en presencia de O, pero la sensibilidad y el
incremento de laacumulacion del metal se evidencian en anaerobiosis (Outten y col.
2001). Sin embargo, la doble mutante AcueR AcusR, muestra una reduccién
substancial en la tolerancia al Cu en aerobiosis, comparada ya sea con la cepa
silvestre o con las mutantes individuales, y la delecién de los genes estructurales
cusCFBA en simultaneo con cueO también causan pérdida de tolerancia al Cu
respecto a la simple mutante cueO (Grass y Rensing 2001; Franke y col. 2003),
sugiriendo que el sistema Cus posee un rol de respaldo en condiciones aerdbicas

cuando el sistema Cue no puede funcionar correctamente.
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Los productos de los genes cusC, cusB, y cusA forman un complejo
transportador multi-componente que atraviesa ambas membranas asi como
también el espacio periplasmatico (Outten y col. 2001). CusC es una proteina de
membrana externa con homologia a la proteina de respuesta a estrés TolC; CusB
pertenece a la familia de proteinas de fusion de membranas, anclada a lamembrana
interna y con un gran dominio que atraviesa el espacio periplasmatico; y CusA es
miembro de la familia RND de antiportadores de protones asociado con el eflujo de
un amplio rango de substratos incluyendo iones metalicos. Tanto CusA como CusB,
presentan dominios periplasmaticos con agrupaciones de metioninas posiblemente
involucradas en la union de Cu(l) (Osman y Cavet 2008). Ademas de estos tres
componentes, el operdn cusCFBA codifica para CusF, una proteina periplasmatica
pequefia (10 kDa) que une un i6n Cu(l) e interacciona tanto con CusC como con
CusB, pudiendo participar del eflujo celularde Cu desde el periplasma (Franke y col.
2003).

Existen evidencias de que CusF interactla con el sistema de eflujo CopA, de
manera que el Cu(l) se transfiere de manera unidireccional desde CopA a CusF
gracias a la hidrdlisis del ATP: por lo que se establecié una relacion entre las
chaperonas de cobre solubles, como CusF y los sistemas de transporte de cobre de

membrana, como CopA (Padilla-Benavidesy col. 2014).

5.3.2. Determinantes de la resistencia al cobre en Salmonella

A diferencia de lo que ocurre en E. coli, en donde la homeostasis de cobre
intracelular esta mayoritariamente controlada por la accidon coordinada de los
sistemas Cue y Cus, Salmonella conserva solo el regulén Cue y perdio los genes que
codifican para CusCFBA y para el sistema de dos componentes que activa su
expresion CusR/CusS. Estudios realizados en nuestro laboratorio (Espariz y
col.2007; Pontel y Soncini 2009) indican que los factores codificados en el reguldn
Cue de Salmonella son responsables de la proteccién al cobre tanto en aerobiosis
como en anaerobiosis. Este reguldn incluye el regulador transcripcional CueR (91 %
idéntico a su ort6logo en E. coli), que en presencia de cobre activa la expresién de la

oxidasa periplasmica CueO, también Ilamada CuiD, que posee un 80 % de identidad
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con CueO de E. coli (Kimy col. 2002; Lim y col. 2002) y de la ATPasa de tipo P, CopA
(Espariz y col.2007). Ademas, en Salmonella existe el locus gol (por su siglaen inglés
gold-resistance) que codifica para un sistema con homologia a Cue y que también
contribuye a la homeostasis de cobre en Salmonella. El locus gol se encuentra
ubicado en una regién gendmica de 45 kb presente exclusivamente en algunos
serotipos de Salmonella, y comprende los operones golTS (golT, del inglés GolS
regulated transporter, y golS por gold sensor), gesABC (del inglés GolS induced CBA-
efflux system) y el gen golB (GolS induced binding protein). GolS es un activador
transcripcional de la familia MerR, 41 % idéntico a CueR de E. coli y Salmonella.
Actua controlando la transcripcién de los genes golB, golT y ges en presencia de
Au(l) en el medio de cultivo (Checay col. 2007). Aunque es altamente selectivo para
iones de Au, GolS es capaz de detectar otros metales como Cu y Ag, aunque el nivel
de activacion de GolS en presencia de estos iones es mucho menor que el observado
para CueR (Checay col. 2007). El gen golT, ubicado corriente arriba del regulador,
codifica para una ATPasa de tipo P (estructural y funcionalmente homéloga a CopA,
con un 42 % de identidad), mientras que el gen golB, corriente abajo del regulador,

codifica para una proteina de unién a metal.

Tal como ocurre en E. coli, el sistema Cue de Salmonella protege al citosol del
exceso de Cu. Aunque Salmonella carece del sistema de eflujo de Cu periplasmatico
CusCFBA, puede soportar concentraciones del metal bajo condiciones anaerobicas.
Esta resistencia estd dada, en gran medidapor cueP, un gen que codifica para una
proteina periplasmica de unién a Cu (Pontel y Soncini 2009) (Figura 4), que esta

ausente en E. coli y forma parte del regulén Cue de Salmonella.

cueP, del inglés CueR- induced periplasmic protein, fue inicialmente
identificado como parte del regulén Cue por poseer un operador controlado por
CueR en su region promotora (Pontel y Soncini 2009). Méas adelante, L. Pontel y A.
Pezza, en sus respectivos trabajos de Tesis en nuestro laboratorio, observaron que
cueP exhibe una expresién diferencial dentro del regulon Cue, evidenciada por la
ausencia de induccion transcripcional por Cu en cultivos crecidos a pH &cido y un
retraso temporal relativo en la induccién de la expresion por el metal a pH neutro a
alcalinos. Asimismo, se identifico una region en el promotor de cueP responsable de

este fenotipo. Dentro de esta region, y mediante estudios bioinformaticos, se
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encontré un sitio probable de unién para CpxR, regulador de respuesta del sistema
de dos componentes CpxR/CpxA que responde a estrés de envoltura. Mediante el
uso de mutantes y reporteros transcripcionales se demostrd que la expresiéon
diferencial de cueP depende de CpxR/CpxAy se observo que los niveles proteicos de
CueP se corresponden con los niveles transcripcionales, manteniendo el mismo
perfil de expresién tanto en presencia como en ausencia de oxigeno donde su
funcion en la resistencia al Cu es crucial para la sobrevida de Salmonella. También
se verificoin vivo e invitro que CpxR regula la expresion de cueP de forma directa,
interaccionando con un sitio Unico de unién en su regiéon promotora que coincide
con la secuencia consenso predicha. Dicho sitio se localiza corriente arriba del sitio
de unién de CueR y ambos reguladores pueden interaccionar con el promotor de

cueP independientemente de la presencia del otro (Tesis Pezza, 2016).

¢
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Figura 4. Resistencia a Cu en Salmonella. Tanto en anaerobiosis como en aerobiosis los componentes del
regulén Cue intervienen en la resistencia al Cu, a diferencia de E. coli. CueR activa la expresion de copA'y cuiD
(importantes en la resistencia al Cu en presencia de oxigeno). La expresion de CueP esta coordinada entre la
accion de CueR y el sistema de dos componentes CpxRA.

Estosy otros resultados, orientados a responder como estos dos reguladores,
CueR y CpxR, son requeridos para la formacion del complejo abierto y el inicio de la
transcripcion y cudl es el rol fisioldgico de la regulacion tan controlada de cueP,

fueron publicados por nuestro grupo (Pezza y col. 2016) y forman parte de este
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trabajo de Tesis, por lo que seran abordados y discutidos en la seccion Resultados y

Discusiodn de este Trabajo. A continuacion se hard una descripcién de CueP.

La cuproproteina CueP

CueP es una proteina de 19,3 KDa sin un dominio conocido o caracterizado
funcionalmente. La fusion del epitope 3xFLAG C-terminal ubica a la proteina en el
periplasmade las células crecidas en presencia de Cu, aumentando su concentracion
a medida que aumentan las concentraciones del cation en el medio, de forma
dependiende de CueR (Pontel y Soncini 2009). Analisis del contenido del periplasma
mediante ensayos de Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP-MS) indicaron que CueP es la cupro-proteina periplasmica
predominante en Salmonella Typhimurium, demostrando ademas, que es capaz de
unir Cu in vivo (Osmany col. 2010). Asimismo, se determiné Zn asociado a CueP, lo
cual sugiereque dicha proteina posee la capacidad de unir Zn o bien la existencia de

algun complejo de Zn dependiente de la misma (Osman y col. 2010).

El rol de CueP en la resistencia a Cu no es evidente en aerobiosis ya que no se
observan diferencias en las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) para dicho
metal entre la mutante AcueP y la cepa silvestre. Sin embargo, el requerimiento de
CuePadquiere relevancia en una mutante en cuiD, ademas que susobreexpresion
aumenta la CIM para Cu de la cepa AcuiD aunque no alcanza los niveles de resistencia

de la cepa silvestre (Pontel y Soncini 2009).

CueP cobra un rol significativo en la resistencia al Cu en ausencia de
oxigeno/anaerobiosis, observandose una disminucion en la CIM de 0,2 mM CuSO4
para una cepa mutante AcueP comparada con 0,4 mM CuSO4 para la cepa silvestre
(Pontel y Soncini 2009). La ausencia de cueP produce un efecto mas pronunciado en
la resistencia a Cu en anaerobiosis que una mutante en los otros dos genes

controlados por CueR, copAy cuiD (Pontel y Soncini 2009).

Se observé que la ausencia simultanea de copA y golT aumenta
sustancialmente el contenido total de Cu celular (Osman y col. 2010). Los productos
de estos genes participan del transporte del cation desde el citoplasma al periplasma
pero se desconoce como ocurre el eflujo desde el periplasma hacia el exterior celular

(Osman y col. 2010). Para determinar si CueP esta involucrada en este proceso de
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secrecion del cation se determind la cantidad de Cu total en una cepa mutante en
cueP crecida en medio minimo suplementado con concentraciones no inhibitorias
de Cu y se observé que la misma presenta un incremento de aproximadamente 3
veces en el contenido de &tomos de Cu por célula, indicando que CueP participa de
algiin mecanismo involucrado en la eliminacion celular del exceso del i6n metélico
(Osmany col. 2010).

Recientemente se reportd que CueP posee un rol en el metalado de la Cu-Zn
superoxido dismutasa SodCll (Osmany col. 2013). Las Cu-Zn superoxido dismutasas
son metaloenzimas importantes para proteger a las células de las especies reactivas
del oxigeno, EROs (Bannister y col. 1987). Su localizacion en el espacio
periplasmatico sugiere que protegena las bacterias del superoxido extracelular
generado por ejemplo por células fagociticas (Desideri y Falconi 2003) favoreciendo
la persistencia bacteriana dentro del hospedador y por ende su virulencia
(Piddington y col. 2001; Gee y col. 2005). Teniendo en cuenta que las Cu-Zn
superoxido dismutasas también estdn en microorganismos no patogénicos se
propone que tienen funciones en la detoxificacion de anion superdxido generado en
el periplasma durante el crecimiento aerdbico (Korshunov y Imlay 2006). Todas las
cepas de Salmonella enterica poseen un gen que codifica para SodCll ortélogo al gen
sodC de E. coli (Fang y col. 1999). Ademaés, muchas cepas de Salmonella poseen un
gen que codifica para SodCl, que tiene una mayor tasa de actividad catalitica que
SodCIl (Ammendolay col. 2005).

Mediante la examinacién de la actividad SOD en las fracciones periplasmicas
se observo que se acumula SodCll inactiva cuando se sobre-expresa dicha enzima
en una mutante en cueP (Osman y col. 2013). Acorde a los resultados de actividad,
cuando se llevaron a cabo medidas del contenido metalico de SodCll en la mutante
en cueP, se evidencio6 que la proteina presenta iones de Zn unidos pero no de Cu, y
que la suplementacion con un exceso de este Ultimo cation en las fracciones que
contenian a la enzima restablecela actividad SOD a los niveles observados en las
fracciones obtenidas de la cepa silvestre (Osman y col. 2013). Esto sugiere un rol
fisiolégico de CueP a concentraciones bajas de Cu donde puede participar como

chaperona en el metalado de SodCllI.
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Se determind que CueP forma un dimero con forma de V unido no
covalentemente, cuyas cisteinas e histidinas conservadas se encuentran agrupadas
sobre un lado del dominio C-terminal, sugiriendo que esta regidn es importante para
la funcién de CueP (Yoon y col. 2013). Dicha caracterizacion se llevé a cabo por
difraccion de rayos X y el célculo de la estructura corresponde a la forma no
metalada. Analisis biofisicos adicionales muestran que CueP une Cu y Zn con buena
afinidad y que una mutacién en la Cys104, presente en la region rica en cisteinas e
histidinas, reduce dramaticamente dicha afinidad, sugiriendo que tal region es
responsable de la union del Cu (Yoon'y col. 2013). CueP presentaria un equilibrio en
su estado de oligomerizacion mas alla de las interacciones no covalente descripta
por Yoon y colaboradores, incluyendo uniones de puente disulfuro en una nueva
interface. Dicha interface involucra rulos conservados, interfiere con la union de Cu,
y contiene residuos criticos para la funcién de CueP in vivo (Abriata y col. 2014). La
expresion de CueP en E. coli en ausencia de Cu seguida de un analisis de SDS-PAGE
muestra la presencia de una Unica banda de 17 kDa correspondiente al monémero.
Sin embargo, en condiciones no reductoras se observa un patrén complejo con dos
bandas principales a 30-34 kDa, dos bandas a alrededor de 15-17 kDa y otra a 68
kDa, correspondientes a las especies dimérica, monomérica y tetramérica,
respectivamente (Abriata y col. 2014). En presencia de Cu se observan las mismas
especies pero aumentan las bandas correspondientes al monémero y en menor
medida al tetrdmero y baja la proporcion del dimero. Estos resultados sugieren que
el estado de oligomerizacion de CueP incluye la formacién de dimeros por puentes
disulfuro y que la union al Cu interfiere en dicho proceso (Abriatay col. 2014). La
sustitucion de la Cys104 y Cys172 por serina (pero no la de la Cys96) disminuye la
formacion del dimero e impide la formacion del tetramero. Estudios in vitro de
titulacion con Cu de la proteina silvestre como de las mutantes en las cisteinas tanto
en sus formas reducidas como oxidadas, muestran que existe un equilibrio complejo
que acopla la dimerizaciéon con la formacién de enlaces disulfuros intra e
intercatenarios y con la union de Cu. Abriata y colaboradores proponen que la
dimerizacion dindmica a través de esta nueva interface puede acoplar la actividad
funcional de CueP con el monitoreo del estado redox del periplasma, con la
transferencia de equivalentes de reduccion a través de DsbC, o con el suministro de
Cu a SodClI (Abriatay col. 2014).
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I.6. Los metales de transicion y su rol en la virulencia bacteriana

6.1. Adquisicion de los metales por parte de las bacterias e inmunidad

nutricional del hospedador

Las bacterias han desarrollado tres clases principales de sistemas de
adquisicion de metales: la importacion de metal, la adquisicion de metal a partir de
proteinas del hospedador y la captura de metal extracelular por metal6foros, como
enterobactina y yersiniabactina, entre otros (Behnsen y Raffatellu 2016). En
respuesta, los mamiferos han desarrollado estrategias para restringir la adquisicién
de metales por parte de las bacterias. La proteina transferrina fue la primera en ser
reportada por su capacidad de inhibir el crecimiento microbiano mediante el
quelado de hierro en claras de huevo y plasma humano en la década de 1940, y mas
tarde se demostré que la lactoferrina tiene propiedades similares en las superficies
de lasmucosas. Treinta aflos mas tarde, Eugene Weinberg popularizé el término
inmunidad nutricional para describir este fendmeno, que desde entonces se ha
ampliado para incluirno solo la restriccion del hierro sino también la limitacion de
Zn, Mn y nutrientes no metdlicos, tales como los aminoéacidos, por parte del

hospedador (Palmer y Skaar 2016).

6.2. Dualidad del cobre: toxico y micronutriente esencial

Dependiendo del tipo de patégeno que causa una infeccion, bacterias o
patégenos eucariotas, asi como tambiéndel sitio y del curso de la infeccién, el
organismo invasor puede estar sujeto a una sobrecarga del metal, o bien ser
sometido a una limitacién de este micronutriente esencial. Si bien esta aceptado y
establecido el rol de de la toxicidad del cobre impuesta por el hospedador (detallado
a continuacién), aln resta seguir analizando su rol como micronutriente esencial
tanto para el hospedador como para el patdégeno, ya que hasta el momento solo se

ha reportado el papel de la limitacion del cobre para patégenos flngicos (Besold y
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col. 2016). Seran necesarios mas estudios para determinar si las bacterias patdgenas
también se ven afectadas por una limitacion activa del cobre por parte del

hospedador.

6.2.1. lones de cobre como municién

Un suministro suficiente de cobre en la dieta es necesario para resistir a una
infeccion en general. Es importante para el desarrollo inmune y puede servir como
intoxicante microbiano. De hecho, se ha establecido que el hospedador aprovecha la
toxicidad del cobre para crear microambientes nocivos para las bacterias

intracelulares (Becker and Skaar 2015).

Adquisicién vy tréfico de cobre desde el hospedador a las bacterias

En eucariotas, desde levaduras a mamiferos, la adquisicién de cobre celular
requiere de un importador de Cu(l) conservado localizado en la membrana
plasmatica, Ctrl (Figura 5, izquierda). En células fagociticas, el Cu(l) se acumula en
vesiculas citoplasmaticas que se fusionan parcialmente con el fagolisosoma que
finalmente transita en un compartimento antimicrobiano y existe evidencia que
sugiere que esta acumulacion puede depender del trafico de la ATPasa
transportadora de Cu(l), ATP7A, especificamente a las membranas de estas
vesiculas (Fig.5) (Fuy col. 2014).

Los patdgenos exitosos explotan al menos dos estrategias recientemente
caracterizadas para minimizar los efectos de la toxicidad del cobre en este

compartimento antes de que el metal ingrese a la célula bacteriana (Fu y col. 2014).

E. coli uropatogénica (UPEC) sintetiza un sideréforo llamado yersiniabactina
(Ybt), Figura 5, que une Cu(ll) y cataliza la dismutacién del superéxido a H202 y Oa.
Un trabajo reciente revela que esta actividad le otorga una ventaja a UPEC en su
sobrevida en los fagolisosomas (Fu y col. 2014). Mycobacterium tuberculosis codifica
para una SOD5 (SodC) que se secreta como una apoproteina y que es rapidamente
metalada por el cobre extraceluar disponible. Existen evidencias de que SodC es
secretada al espacio extracelular, se asocia también con la pared celular y con las

fracciones de membrana donde funciona extra-citoplasmaticamente (Figura5).(Fuy
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col. 2014). La deficiencia de cobre se asocia con neutropenia y aumenta la
susceptibilidad a infecciones por Mannheimia haemolytica y S. enterica en modelos

animales (Palmer y Skaar 2016).

Homeostasis de cobre en Salmonella durante la sobrevida intracelular

La disponibilidad del i6n metalico en las SCV de macréfagos se monitored
utilizando el promotor de copA fusionado al reportero lacZ, revelando que dicho
compartimento contiene una elevada concentracion de Cu (Osman y col. 2010), y
sugiriendo fuertemente que la resistencia al metal es de importancia para la
sobrevida de la bacteria. Esto se correlaciona con una mayor tasa de muerte de una
cepa mutante AcopA AgolT respecto a la cepa silvestre pasadas las 12 horas de
infeccion en macrdéfagos en cultivo (Osman y col. 2010). Por otra parte, una cepa
mutante AcueO de S. Typhimurium que no expresa la multicobre oxidasa, esta
atenuada en un modelo murino de infeccién, recuperando menos bacterias desde
bazo y higado respecto a la cepa silvestre, destacando el rol de los mecanismos de
resistencia a cobre y la virulencia en este patdgeno (Achard y col. 2010).

Entonces, la acumulacién de cobre en el lumen del fagolisosoma representa
una de las multiples estrategias del hospedador para generar un ambiente téxico en
torno al microorganismo invasor, que incluye un pH acido; especies reactivas del
nitrégeno (ERNs), como el 6xido nitrico; especies reactivas del oxigeno (EROs),
como el peroxido de hidrégeno y el anién superdxido Oz derivado de la oxidasa

NADPH; y especies reactivas de cloro (ERCs), como el hipoclorito (HOCI).
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Figura 5. Vias de transporte, trafico, sensado y resistencia de cobre en varias bacterias patdgenas,
incluyendo S. pneumoniae (Gram +), M. tuberculosis y dos bacterias Gram (-) relacionadas, E. coliy
Salmonella enterica, en la interface patdgeno-hospedador. Parte superior izquierda, representacion de
un macrofago internalizando a un patégeno bacteriano, finalmente secuestrado en un compartimento
fagolisosomal intracelular. La caja roja destaca el citosol, el lumen fagocitico y las membranas externas /
internas de la bacteria (de izquierda a derecha), ampliado en el cuerpo principal de la figura. Tanto CueO,
PcoA y MmcO6 son multicobre oxidasas (MCOs). A la derecha se muestran las proteinas metaloregulatorias
representativas. Adaptado de (Fuy col. 2014).

|.7. El estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un evento que ocurre cuando se altera la homeostasis

de éxido-reduccion intracelular;es decir, se pierde el equilibrio entre la produccion

de especies reactivas y la producciény/o accion de los antioxidantes (Winyard y col.
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2005) e involucra numerosas especies oxidantes (Nordberg yArnér 2001). Entre
ellas, las especies reactivas deloxigeno y del nitrégeno (EROs y ERNS,
respectivamente) juegan un importante rol, dado que son altamente reactivas y
formadas por un proceso natural, inevitable y constante. Todas las células
independientemente del tipo, estan permanentemente en contacto conestas
moléculas reactivas, ya sea por influencias externas o como subproductos del
propiometabolismo (Winyard y col. 2005). El dafio que estas especies reactivas
provoquen dependerd del balance entre las EROs y las defensas antioxidantes que
disponen las células. En esta situacion de estrés oxidativo se manifiestan las lesiones
que producen los radicales libres al reaccionar quimicamente con lipidos, proteinas,
hidratos de carbono, &cidos nucleicos y componentes de la matriz extracelular; por
lo que puede desencadenar un dafio irreversible que, si es muy extenso, lleva a la

misma muerte celular (Winyard y col. 2005).

Las EROs incluyen el anion superéxido (O2, +1 €°), el perdxido de hidrégeno
(H202, +2 ") y el radical hidroxilo (HO*, +3e") (Figura 6). Ademas de producirse como
productos del metabolismo aerdbico, las EROs también pueden generarse
activamente por enzimas. Incluso las bacterias encuentran altos niveles de EROs
liberados por microorganismos competidores o por las células fagociticas del

hospedador, como asi también en ambientes ricos en metales (Arts y col. 2015).
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7.1. Las especies reactivas del oxigeno y su rol en la virulencia de

Salmonella

Las células fagociticas estan entre los componentes méas importantes de la
respuesta inmune innata, que es la primera linea de defensa del hospedador. Dos de
los sistemas antimicrobianos mas importantes de las células fagociticas son la
enzima Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), y la enzima oxidasa de NADPH
fagocitica (también conocida como Phox), responsables de la generacién de 6xido
nitrico (NO*) y de superéxido (O2*), respectivamente (Ferric C. Fang 2004). Los
ratones que carecen de una oxidasa de NADPH fagocitica funcional sucumben
rapidamente a dosis de infeccion que son bien sobrellevadas por los ratones de tipo
silvestre (Mastroeni y col. 2003). Ademas, los individuos que sufren de la
enfermedad granulomatosa crénica, una condicion caracterizada por una respuesta
fagocitaria oxidativa defectuosa, muestran un aumento de la prevalencia de
infecciones extraintestinales causadas por los serotipos no tifoideos de Salmonella
(Mastroeniy col. 2003).

El superoxido producido por la oxidasa de NADPH fagocitica (Phox) no posee
la capacidad de penetrar membranas lipidicas y suele quedar confinado en el
compartimento que se produce. Puede ingresar al periplasma bacteriano a través de
porinas o a través de la membrana externa parcialmente permeabilizada por
péptidos antimicrobianos (Slauch 2011). Esta especie puede causar el mismo dafio
que el perdxido producido de manera enddgena, mediante la quimica de Fenton. La
enzima SodCl periplasmatica protege a la célula dismutando el superéxido al
peroxido de hidrogeno, que puede difundir libremente a través de las membranas
hasta el citoplasma. Salmonella codifica paratres catalasas (KatE, KatG y KatN) y tres
peroxidasas (AhpC, TsaA y Tpx), capaces de mantener la concentracion de peroxido

citoplasmico por debajo de los niveles toxicos (Slauch 2011) (Figura 7).

Hebrard y colaboradores mostraron que las cepas de Salmonella que carecian
Unicamente de las tres catalasas, o de dos de las tres peroxidasas, mostraban una
virulencia silvestre, mientras que una mutante que carecia de las cinco enzimas era

atenuada en su virulencia (Hebrard y col. 2009). Estos resultados demuestran el rol

30



INTRODUCCION

de los sistemas citoplasmaticos detoxificadores de H202 en la proteccién frente al

estallido oxidativo que puede sufrir Salmonella durante el proceso infeccioso.

Los detoxificadores de EROs, como catalasas, peroxidasas y superéxido
dismutasas (SODs), reaccionan directamente con las especies oxidantes
interceptandolas antes de que puedan producir dafio. Las oxidoreductasas, tales
como las tiorredoxinas, glutaredoxinas y proteinas de tipo tiorredoxinas, no sélo
suministran a algunos de estos detoxificadores de EROs los equivalentes reductores
que necesitan para combatir la batalla del estrés oxidativo, sino que también estan
implicados activamente en la reparacion de proteinas dafiadas por oxidacién (Arts
y col. 2015). Los mecanismos de defensa citoplasméticos de bacterias contra el
estrés oxidativo han sido extensamente estudiados. Por el contrario, los
mecanismos de resistencia a estrés oxidativo de la envoltura bacteriana estan poco

descriptos y comprendidos.
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Figura 7. Especies reactivas del oxigeno en la vacuola que contiene a Salmonella. Cuando S.
Typhimurium es internalizado por los macréfagos produce una serie de factores de virulencia que le
permiten inhibir el suministro de las sustancias microbicidas al fagosoma, sobrevivir a los diversos
mecanismos de muerte y propagarse en un compartimento Gnico denominado vacuola que contiene
Salmonella. Aunque Salmonella puede reducir el ensamblado de Phox al fagososma, la produccion de EROs
por parte del hospedador es muy importante para controlar la infeccion. EI complejo oxidasa fagocitica
dependiente de NADPH genera superoxido de la reduccion univalente del oxigeno molecular. Las superédxido
dismutasas, localizadas tanto en el periplasma (SodC) como en el citoplasma (SodA y SodB) bacteriano,
dismutan el superdxido a H202 y oxigeno molecular. El H202 puede difundir libremente a través de las
membranas y formar el radical hidroxilo (HO-) en presencia de Fe(ll). Estas EROs pueden oxidar y dafar
proteinas, ADN y membranas. Salmonella cuenta con 3 catalasas (KatE, KatG y KatN) y 3 peroxidasas (AhpC,
TsaAy Tpx) para degradar el H202. Adaptado de (Slauch 2011).
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1.8. El periplasma es un compartimento oxidante donde ocurre la formacion

de puentes disulfuro

La envoltura celular de las bacterias Gram(-) es una barrera estructural y
selectivamente permeable, la cual es esencial para laformay el crecimiento celular.
La misma sirve para proteger a estos microorganismos de su entorno impredecible,
y muchas veces hostil (Silhavy y col. 2010). Se compone de la membrana interna
(MI), que esta en contacto directo con el citoplasma, la membrana externa (ME), que
constituye la interface entre la célula y el medio externo, y el espacio entre las
mismas, llamado periplasma. La Ml y la MO difieren en términos de estructura y
composicion. Mientras que la Ml es una bicapa de fosfolipidos clésica, la ME es
asimétrica y compuesta de fosfolipidos y lipopolisacaridos (LPS) en la cara interna
y externa, respectivamente. El periplasma contiene una capa delgada de
peptidoglicano y representa el 10-20% del volumen total de células. En E. coli, cerca
de 400 proteinas son dirigidas al periplasma, donde realizan una variedad de
funciones fisiologicas importantes, tales como ayudar al plegamiento de proteinas
nacientes, mediando la captacion y transporte de nutrientes o detoxificando

compuestos toxicos (Silhavy y col. 2010).

Con un potencial redox superior al del citoplasma (-165 mV frente a -260/-
280 mV en E. coli, respectivamente), el espacio periplasmico es considerado un
compartimento oxidante. Consistentemente, la mayoria de los residuos de cisteina
presentes en las proteinas periplasmaticas se oxidan a disulfuro. Estos enlaces
disulfuro, importantes para la estabilidad de las proteinas, son introducidos en las
proteinas periplasmaéticas por la oxidoreductasa soluble DsbA, una proteina con
plegamiento de tipo tiorredoxina con un motivo Cys-cualquier aminoéacido-Cys-
cualquier aminoécido, CXXC (Bardwell y col. 1991). Estos residuos de cisteina
forman un enlace disulfuro muy inestable, que se transfiere a las proteinas recién
sintetizadas a medida que entran en el periplasma, liberando a DsbA en estado
reducido. DsbA se recicla de nuevo al estado oxidado por la proteina de membrana
interna DsbB (Figura 8), que genera enlaces disulfuro de novo de la reduccion de las
quinonas (Missiakas y col. 1993; Bader y col. 1999; Inaba y Ito 2008). DsbA

introduce de manera preferencial enlaces disulfuro en las proteinas que entran al
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periplasma por oxidacion de los residuos de cisteinas que son consecutivos en la
secuencia proteica. Por lo tanto a menudo introduce disulfuros incorrectos en
proteinas que requieren que los puentes disulfuro se formen entre cisteinas no
consecutivas (Nakamoto y Bardwell 2004; Ruiz y col. 2010); y esto mismo ocurre
cuando en el periplasma hay exceso de cobre libre que también puede formar
enlaces disulfuro no nativos (Hiniker y col. 2005). Estos enlaces disulfuros no
nativos son corregidos por otra proteina periplasmatica de la superfamilia de las
tiorredoxinas, DsbC (Figura 8). Esta isomerasa de puentes disulfuro tiene una
estructura homodimérica con forma de V (McCarthy y col. 2000). Cada subunidad
de DshC contiene un motivo catalitico CXXC, situado dentro del plegamiento de tipo
tiorredoxina. En contraste con DsbA, las cisteinas cataliticas de DsbC se mantienen
reducidas en el periplasma, lo que le permite a esta proteina funcionar como una
isomerasa 0 una reductasa (Rietsch y col. 1996). Mientras decenas de proteinas se
han identificado como sustratos de DsbA (Hiniker y Bardwell 2004; Kadokuray col.
2004; Leichert y col. 2004; Vertommen y col. 2008), s6lo se conocen muy pocas
proteinas con multiples residuos de cisteina que dependen de DsbC para su correcto
plegado. Entre ellas se encuentran las enzimas periplasmicas MepA, AppA, RNasa |
y End1 (Hiniker y Bardwell 2004; Vertommen y col. 2008; Berkmen y col. 2005),
como asi también la proteina LptD localizada en la membrana externa (Denoncin 'y
col. 2010) y la lipoproteina sensora de estrés RcsF (Leverrier y col. 2011). La
proteina que mantiene el motivo CXXC de DsbC en estado reducido es DsbD (Figura
8), una proteina de membrana interna que transfiere el poder reductor a través de
la membrana pasando los electrones recibidos de la tiorredoxina citoplasmatica
(Trx) a una variedad de vias reductoras que funcionan en la envoltura celular
(Katzen y Beckwith 2000; Cho y Collet 2013) Trx es una oxidoreductasa ubicua que
se mantiene reducida por la tiorredoxina reductasa (TR) a expensas del NADPH
(Figura 8).

DsbD contiene tres dominios: un dominio N-terminal periplasmico (DsbDa),
un dominio C-terminal periplasmico (DsbDy) y un dominio hidrofébico embebido
en la membrana (DsbDg). Cada uno de estos dominios contiene dos cisteinas redox
guimicamente activas, esenciales para la funcién de la proteina (Cho y col. 2012).

Los electrones se transfieren a través de la membrana por la proteina DsbD,
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comenzando con la reduccion de un enlace disulfuro intramembrana en el dominio
hidrofobico DsbDB gracias a la accion de la tiorredoxina citoplasmatica Trx-1
(también Ilamada TrxA). Los electrones luego se transfieren desde las cisteinas
reducidas de DsbDp al dominio de tipo tiorredoxina periplasmatico DsbDy. Desde
DsbDy, al dominio de tipo inmunoglobulina DsbDa, el cual luego reduce a sus
sustratos, como DsbC, DsbG y CcmG (Katzen y Beckwith 2000; Cho y col. 2012).
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Figura 8. Sistema de formacion de puentes disulfuro (S-S) en el periplasma de E. coli. Los S-S son
introducidos por DsbA en las proteinas desplegadas recién translocadas al periplasma. Los e- son
transferidos luego a la proteina de MI DsbB y finalmente a las quinonas. DsbC corrige los errores de DsbA y
es mantenida en estado reducido por DsbD, una proteina de MI que recibe los e- de la tiorredoxina
citoplasmatica (Trx). DsbG, rescata a las proteinas sulfeniladas en el periplasma, también es reducida por
DshD. Asimismo, DsbC coopera con DsbG para rescatar a ciertas proteinas sulfeniladas en el periplasma. Se
propone que DsbC interactia de manera preferencial con proteinas sulfeniladas desplegadas
(parcialmente). En contraste, DshG parece estar disefiada para interactuar con proteinas globulares que
presentan Cys oxidadas. Las flechas discontinuas indican el flujo de e-. TR: tiorredoxina reductasa. ME:

membrana externa y MI: membrana interna. Adaptado de (Artsy col. 2015).
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Algunas bacterias expresan una proteina homoéloga que contiene inicamente
el dominio citoplasméatico de membrana DsbDB, como por ejemplo CcdA de
Rhodobacter capsulatus. Recientemente se inicié la caracterizacion de una tercera
clase distinta de proteinas que forman parte de la via reductora de la envoltura
celular, ademas de DsbD y CcdA (Figura 9), cuyo prototipo es una proteina de
Salmonella enterica serovar Typhimurium, llamada ScsB (del inglés suppression of
copper sensitivity), que forma parte del locus scs, que codifica para cuatro proteinas
que confieren tolerancia a cobre en mutantes de E. coli sensibles a dicho metal
(Guptay col. 1997; Choy col. 2012).
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Figura 9. Diversidad de la familia de las proteinas tipo DsbD. Se clasifican en tres grupos: DsbD, ScsB,
y CcdA. Adaptado de Choy Collet, 2012.

8.1. Detoxificadores de EROs que actuan el periplasma bacteriano

Los detoxificadores de peroxidos, tales como catalasas y peroxidasas, se
encuentran comunmente en el citoplasma (Hébrard y col. 2009; Aussel y col. 2011),
y practicamente no existen reportes de su presencia en el periplasma bacteriano. Sin
embargo, una busqueda muy reciente de sustratos de la proteina ScsB en la a-
proteobacteria Caulobacter crescentus, llevé a la identificacion del primer sistema
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de reduccion de peréxidos activo en el periplasma (Cho y col. 2012). En esta
bacteria, ScsB entrega electrones a una proteina de tipo tiorredoxina TIpA presente
en el periplasma, que a su vez reduce a una peroxirredoxina periplasmatica, PprX.
La caracterizacion de PprX revel6 que esta enzima es activa contra Hx0, e
hidroperéxido de cumeno (Cho y col. 2012). Este descubrimiento indica que al
menos para ciertas bacterias, es importante detoxificar de manera directa los

perdxidos en la envoltura celular antes de que alcancen el citoplasma.

8.2. Reparacion de las proteinas de la envoltura dafiadas por oxidacion

Los residuos de aminoacidos que contienen azufre en su composicion, tales
como cisteinas y metioninas son particularmente vulnerables a la oxidacion por
EROs (Stadtman y col. 2003; Arts y col. 2015)y al dafio generado por metales
activos-redox como el cobre (Hiniker y col. 2005). ElI primer producto de la
oxidacion de los residuos de cisteinas expuestos a las EROs es el acido sulfénico
(-SOH). Los acidos sulfénicos son intermediarios muy reactivos que, a menos que
estén estabilizados dentro del microambiente proteico, reaccionan con otra cisteina
presente en la vecindad para formar un puente disulfuro o pueden continuar su
oxidacion a las formas irreversibles de acido sulfinico (-SO2H) y &cido sulfénico
(-SO3H) (Arts y col. 2015). Para el caso de los residuos de metionina, la oxidacion
genera sulféxidos de metionina (Met-0). Si no se reparan, la formacién de Met-O y
acido sulfénico puede llevar a la inactivacién proteica, al mal plegamiento e incluso
a la degradacién (Davies 2005; Arts y col. 2015). Para prevenir estos efectos
deletéreos, los organismos estan equipados con enzimas que reparanlos residuos de
metioninas y cisteinas oxidados. Por ejemplo, las proteinas de la superfamilia de las
tiorredoxinas, como DsbG y DsbC, pueden reaccionar directamente con &cido
sulfénico o reducir el enlace disulfuro resultante de su reaccion con otro residuo de
cisteina (Denonciny col. 2014; Chatelle y col. 2015; Artsy col. 2015). En cuanto a los
sulféxidos de metionina, pueden convertirse nuevamente en metioninas por
enzimas conocidas como metionina sulfoxido reductasas (Msrs). Los mecanismos
de reparacion de estas proteinas fueron inicialmente descriptos y caracterizados en

el citoplasma, aunque recientemente se identificaron en la envoltura celular
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bacteriana, lo que destaca nuevamente el rol de los sistemas de reparacion de

residuos oxidados en el periplasma bacteriano.

8.3. Reparacion de residuos de cisteinas oxidados

La mayoria de los residuos de cisteinas presentes en proteinas
periplasmaéticas estan formando puentes disulfuro, que de hecho los protege de la
oxidaciéon no deseada. Sin embargo, también existen proteinas que contienen
residuos de cisteinas que permanecen en un estado reducido in vivo (Dutton y col.
2008). Debido a que estos residuos no estdn formando enlaces disulfuro, dichas
cisteinas son vulnerables a la oxidacién y pueden ser dafiadas por las EROs
presentes en el periplasma mediante la formacién de &cido sulfénico. A través del
uso de sondas biotiniladas que especificamente reaccionan con acidos sulfénicos y
los modifican covalentemente, se identificaron varias proteinas periplasmaticas de
E. coli sulfeniladas (Depuydt y col. 2009). Una de estas proteinas es YbiS, una L, D-
transpeptidasa que cataliza la union covalente de la lipoproteina Lpp (la proteina
mas abundante de E. coli) al peptidoglicano. YbiS contiene un Gnico residuo de
cisteina requerido para la actividad catalitica de esta enzima (Depuydt y col. 2009).
Asi, la oxidacion de este residuo inactiva a YbiS, perjudicando la unién de Lpp al
peptidoglicano. Es por esto que YbiS y otras proteinas periplasmaéticas, cuya
actividad también depende de sus residuos de cisteinas en estado reducido,
requieren de los sistemas reductores que controlan el estado redox de estas
proteinas en el ambiente oxidante del periplasma. La proteina clave en este sistema
es DsbG (ver Figura 8), que comparte 26 % de identidad con la isomerasa de puentes
disulfuro DsbC (Heras y col. 2004). Al igual que DsbC, DsbG es una proteina
homodimérica con forma de V con un plegamiento de tiorredoxina y un motivo
catalitico CXXC que es mantenido en estado reducido por la proteina de membrana
interna DsbD (Heras y col. 2004).

El rol de DsbC como isomerasa de puentes disulfuro esta bien establecido
(Ren y col. 2014). Las proteinas que contienen disulfuros no consecutivos no se
pliegan correctamente en una mutante AdsbC, y DsbC cataliza eficazmente la

isomerizacion de puentes disulfuro en proteinas heter6logas con multiples
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disulfuros, tales como el inhibidor de la tripsina pancreatica de origen bovino o la
RNasa A (Hiniker y Bardwell 2004). Asimismo, una mutante AdsbC en E. coli es més
sensible a cobre respecto de la cepa silvestre (Hiniker y col. 2005). Por otra parte,
teniendo la superficie interna de su hendidura surcada con residuos hidrofébicos
(Metcalfy col. 2000). DsbC parece estar disefiada para interactuar con proteinas mal
plegadas que presentan enlaces disulfuro no nativos. Con el fin de identificar nuevos
sustratos de DsbC, recientemente se expresé una variante DsbC en la cual el motivo
CXXC fue reemplazado por CXXS (DsbCcxxs) (Denoncin y col. 2014). En las
isomerasas y reductasasde la superfamilia de tiorredoxinas, la primera cisteina del
motivo CXXC ejecuta un ataque nucleofilico sobre el sustrato oxidado; es decir, sobre
el disulfuro que se va a reducir. Como resultado, se forma un disulfuro mixto con un
residuo de cisteina del sustrato. Posteriormente, el otro residuo de cisteina del sitio
activo, la segunda cisteina, ataca este disulfuro mixto en orden de liberar al sustrato
y formar el disulfuro en el sitio activo (Los y col. 2003; Arts y col. 2015). Al mutar el
segundo residuo de cisteina, como en DsbCcxxs, se estabiliza el disulfuro mixto,
permitiendo la captura de la proteina de tipo tiorredoxina con su sustrato.
Utilizando este enfoque, se encontrd un sustrato particularmente abundante de
DsbC, la proteina soluble AraF, cuya funcion es unir L-arabinosa en el periplasma
para suministrar la al complejo de membrana interna AraH-AraG, por el cual se
importa la arabinosa al citoplasma (Denoncin y col. 2014). Inesperadamente, para
ser un sustrato de DsbC, AraF posee un uUnico residuo de cisteina, altamente
conservado entre las bacterias, lo que sugiere que no interactta con DsbC para su
isomerizacion. Al usar dimedona, un reactivo especifico para acido sulfénico, la
Unica cisteina de AraF fue sensible a la oxidacion, formando un acido sulfénico tanto
in vitro como in vivo (Denoncin y col. 2014). Es mas, la exposicion de la proteina a
condiciones de estrés oxidativo llevo a la formacién in vivo de un homodimero unido
a disulfuro, probablemente resultado de la reaccion entre el acido sulfénico de una
proteina AraF y el grupo tiol de una segunda AraF. Este dimero se acumul6 en cepas
mutantes AdsbC, confirmando que DsbC esta involucrada en la regulacién del estado
reducido de AraF (Denoncin y col. 2014). Como la formacién del dimero en
condiciones de estrés oxidativo previene la unién a arabinosa por parte de AraF,
entonces DsbC rescata a AraF de su inactivacién. AraF parece ser un sustrato
especifico de DsbC, ya que al menos in vitro, DsbG parece ser ineficiente en reducir
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el dimero de AraF unido a disulfuro (Denonciny col. 2014). Estos resultados indican
que DsbC coopera con DsbG en los mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo
en la envoltura celular bacteriana. El caracter hidrofébico de la superficie interna de
DshC sugiere que esta proteina esta implicada en la proteccién de proteinas cuya
oxidacion se correlaciona con cambios conformacionales mayores y/o
desplegamiento parcial. Este es probablemente el caso de AraF, una proteina
altamente flexible, en la que el residuo de cisteina esta inmerso cerca del sitio de
unién a L-arabinosa y por lo tanto, poco accesible. Por el contrario, DsbG, cuya
hendidura es méas grande y mas hidrofilica, parece estar mejor disefiada para
reaccionar con proteinas globulares que presentan residuos de cisteina cataliticos

oxidados més expuestos, como es el caso de YbiS (Artsy col. 2015).

8.4. Reparacion de los residuos de metionina oxidados

Al igual que las cisteinas, los residuos de metionina también se oxidan
rapidamente cuando estan expuestos a EROs, formando sulféxidos de metionina
(Met-0). En los organismos, lageneracion de Met-O puede ser revertida por laaccion

de las Msrs.

La oxidacion de un residuo de metionina hace que este aminoéacido
hidrofobico sea mas hidrofilico, lo que puede alterar las propiedades bioquimicas y
estructurales de una proteina y potencialmente causar una pérdida de funcion
bioldgica. Es importante notar que en algunas ocasiones, la oxidacién de metioninas
no necesariamente lleva a la inactivacion proteica. Se ha propuesto que la oxidacion
de ciertos residuos de metionina expuestos al solvente, serviria como un mecanismo
antioxidante enddgeno que previene la oxidacion de otros residuos que son

importantes para la actividad proteica (Artsy col. 2015).

En E. coli se describieron tres Msrs citoplasmaticas (MsrA, MsrB y MsrC) (Lin
y col. 2007; Boschi-Muller y col. 2008), que reducen las especies de Met-O en el
citosol. No comparten ni homologia de secuencia ni estructural. Sin embargo, poseen
un mecanismo catalitico similar que involucra un residuo de cisteinay en la mayoria
de las células, las Msrs son recicladas al estado reducido por el sistema de

tiorredoxina (Artsy col. 2015).
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Mientras las Msrs citoplasmaticas han sido extensamente estudiadas, sus
contrapartes extracitoplasmaticas han sido identificadas y caracterizadas
Unicamente en algunas bacterias. La primera Msr funcional en la envoltura celular
bacteriana es la proteina PilB de Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis
(Skaar y col. 2002; Wu y col. 2005). Streptococcus pneumoniae expresa la proteina
de fusién SpMsrAB2, que esta expuesta a la superficie y anclada a la membrana
citoplasmética por un segmento transmembrana (Saleh y col. 2013). SpMsrAB2 se
expresa desde un operdn con una proteina de tipo tiorredoxina (Etrx1) y con CcdAl,
proteina que pertenece a la familia de DsbD. Una segunda proteina de tipo
tiorredoxina (Etrx2), con homologia a Etrx1, se expresa en otro operdn junto con un
segundo homologo a DsbD (CcdA2) (Saleh y col. 2013). La delecion de SpmsrAB2
causa hipersensibilidad a H202 ex6geno y atenua la virulencia y la dispersion del

neumococo desde la nasofaringe a los pulmonesy la sangre (Saleh y col. 2013).

Recientemente Gennarisy col., reportaron un tercer sistema de reduccion de
Met-O extracitoplasmatico; se trata de las proteinas YedY y YedZ, que fueron
renombradas como MsrP (de periplasma) y MsrQ (de guinona), respectivamente
(Gennaris y col. 2015). Un sustrato del sistema MsrPQes la chaperona SurA, que
ayuda al correcto plegamiento proteico, revelando un aspecto adicional en la

compleja via de control de calidad periplasmatico (Gennarisy col. 2015).

1.9. El sistema Scs

Ademas de las vias de reduccidn de cisteinas y metioninas oxidadas recién
detalladas, en el genoma de Salmonella enterica estan codificados los genes scsABCD.
Estos genes se identificaron y caracterizaron por primera vez en el afio 1997 por el
grupo de Guptay colaboradores, que aislaron tres clones distintos de una biblioteca
genomica de Salmonella Typhimurium capaces de revertir el fenotipo de
sensibilidad a cobre de una mutante en cutF (también Ilamado nlpE) de E. coli (Gupta
y col. 1997). En este trabajo se presento la caracterizacion de un supresor, el locus
supresor de la sensibilidad a cobre scs (del inglés suppression of copper sensitivity),
a partir de uno de los clones aislados. Dicho locus esta conformado por cuatro

marcos abiertos de lectura que codifican para cuatro proteinas, denominadas ScsA,
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ScsB, ScsC y ScsD. Demostraron que la expresion de Scs revierte el fenotipo de
sensibilidad a cobre de las mutantes en los genes cutF, cutC, cutkE (Int) y cutA de E.
coli, y confiere tolerancia a cobre a una mutante de E. coli defectiva en la lipoproteina
diacilglicerol transferasa (mutante en Igt). La lipoproteina Lgt actla sobre el residuo
de cisteina presente en el lipobox de las pre-lipoproteinas, adicionando un grupo de
diacilglicerol para el anclaje de la proteina madura en la membrana. Se propuso que
la restauracion de la modificacion de las lipoproteinas en la mutante Igt de E. coli
por las proteinas Scs puede ser debido a que participan en la homeostasis de cobre,
previniendo asi tanto la unién de cobre a las cisteinas de las pre-lipoproteinas como
la oxidacion de estos residuos (Gupta y col. 1997). En los genomas de Salmonella
Typhimurium y Typhi, los genes scsABCD estan entre los genes cbpA (codifica para
una proteina de unién a ADN curvado) y agp (codifica para una fosfatasa de glucosa).
En contraste, E. coli K-12 y otros miembros de la familia Enterobacteriaceae, como
asi también otros organismos relacionados, carecen de los genes scs, 0 contienen

sélo algun homologo a estos genes (Cho y col. 2012; Anwar y col. 2013).

ScsA es probablemente una proteinaintegral de lamembranainternay hasta
la fecha no se han identificado homologos. Contiene un motivo putativo de unién a
cobre (H-X-X-M-X-X-M) y una secuencia caracteristica de las peroxidasas,
T23AQRMAGLHAL33 (Gupta y col. 1997). Cada una de las cuatro proteinas contiene
al menos un motivo C-X-X-C caracteristico de la superfamilia de las tiorredoxinas
(Gupta y col. 1997). El gen scsB esta localizado a 48 pb corriente abajo de scsA, y
codifica para una proteina de 627 aminoéacidos, predicha como una proteinaintegral
de membrana con ocho segmentos transmembranay con un 26 % de identidad con
DsbD (o DipZ) de Salmonella Typhimurium. Recientemente se ha estudiado en
detalle un homélogo a ScsB presente en Caulobacter crescentus (CcScsB) que
comparte un 34% de identidad con ScsB de Salmonella Typhimurium (StScsB) (Cho
y col. 2012). Se reportd6 que CcScsB forma parte de una nueva familia de
transportadores de electrones de membrana, es decir, una nueva subclase de
proteinas del tipo DsbD, cuyos miembros se encuentran en algunas proteobacterias
y Chlamydia (Cho y col. 2012). CcScsB tiene dominios similares a los de DsbD, pero
difiere en el dominio N-terminal periplasmatico a (ver Figura 9). En DsbD, este

dominio interactla con sus sustratos para reducirlos, sugiriendo que ScsB presenta
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una matriz diferente de sustratos (Cho y col. 2012). Se determiné que CcScsB
transfiere electrones a una proteina de tipo tiorredoxina TIpA, que reduce a una
peroxidasa (peroxirredoxina tipo Q), PprX, la primera peroxirredoxina identificada
en la envoltura celular (Cho y col. 2012). CcScsB también reduce a una proteina de
tipo peroxirredoxina 1 (PrxL), cuya funcién ain no se conoce, y a una nueva
proteina, laisomerasa de enlaces disulfuro ScsC de Caulobacter crescentus (CcScsC),
que posee un 24 % de identidad con ScsC de Salmonella Typhimurium. Asi, las
proteinas CcScsB y CcScsC formarian el par redox similar al sistema DsbD/DsbC. En
C. crescentus, scsB no se encuentra en la vecindad de los demas genes scs ni tampoco
esta flanqueado entre los genes cbpA-agp. Ademas C. crescentus carece de los otros
miembros de la via de reduccion de la envoltura celular, como DsbD y CcdA; s6lo

posee a ScsB.

Shepherd y colaboradores, describieron las caracteristicas bioguimicas y
estructurales de ScsC de Salmonella Typhimurium y concluyeron que StScsC es una
nueva disulfuro oxidoreductasa involucrada en la proteccién contra la toxicidad del
cobre (Shepherd y col. 2013). Sus resultados indicanque StScsC es una proteina
periplasmética soluble. La estructura cristalina revelé6 que ScsC tiene un
plegamiento similar a la proteina DsbA, formadora de puentes disulfuro en el
periplasma, aunque la topologia de las hélices a y laminas B difieren en los dominios
tiorredoxinas de estas dos proteinas (Shepherd y col. 2013). El potencial de
reduccién del sitio activo CXXC en StScsC es de -132 mV (Shepherd y col. 2013),
similar al exhibido por las disulfuro isomerasas (Tabla 1). Como ya se ha
mencionado, la primera de las dos cisteinas en el motivo CXXC de las proteinas de
tipo tiorredoxinas es la cisteina nucleofilica reactiva expuesta al solvente. Esta
reactividad se debe en parte aun menor pKa(~3,5-5) en comparacion con lamayoria
de las cisteinas (~8,5) (Nelson y Creighton 1994). El pKa de StScsC se midié como
3,4, un valor muy bajo, tipico de las cisteinas nucleofilicas encontradas en las
proteinas de tipo DsbA [pKa = 3,5 (Nelson y Creighton 1994); Tablal] (Shepherd y
col. 2013). Entonces, StScsC tiene propiedades estructurales intermedias entre las
tiol oxidasas de tipo DsbA y las disulfuro isomerasas. Es més, se han identificadodos
homologos estructurales de StScsC, BdbD (oxidoreductasa de tipo DsbA) de B.
subtilis y a la isomerasa/reductasa DsbG de E. coli (Shepherdy col. 2013).
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En C. crescentus CcScsC cataliza el plegamiento de proteinas con multiples
cisteinas mediante un mecanismo de isomerizacion. Las diferencias mas notables
entre StScsC y CcScsC incluyen un motivo catalitico diferente (CPYC vs. CGYC), la
ausencia de una regién N-terminal extendida en StScsC (que parece mediar la
dimerizacion de CcScsC) y una delecién de treinta residuos corriente arriba del
residuo cis-Prolinal>” conservado en estas proteinas de tipo tiorredoxinas
(Shepherdy col. 2013).

StScsC y EcDsbG poseen sitios activos idénticos, CPYC. Sin embargo, StScsC
no forma dimeros, a diferencia de EcDsbG, EcDsbG y CcScsC que contienen un
dominio N-terminal extendido clave para la dimerizacion (Metcalf y col. 2000; Heras
y col. 2004; Choy col. 2012). En contraste, StScsC posee un dominio méas corto y esta
proteina se purific6 como monoémero (Shepherd y col. 2013), por lo que su
estructura no seria homodimérica con forma de V, como la de las isomerasas

identificadas hasta el momento.

Debido a las similitudes de StScsC tanto con las oxidasas como con las
disulfuro isomerasas, Shepherd y colaboradores evaluaron la capacidad de StScsC
de reducir la insulina in vitro, una activad comun para las oxidoreductasas de la via
oxidativa como DsbA (Bardwell y col. 1991), observandose que StScsC y EcDsbA
reducen la insulina de manera similar. StScsC no mostro tener actividad isomerasa
cuando se evalud su capacidad de isomerizacion de puentes disulfuro en sustratos
como RNasa I, a diferencia de su ortélogo CcScsC que si fue capaz de catalizar la
isomerizacion de dicho sustrato (Shepherd y col. 2013). Esto sugiere que puede

haber diversidad funcional entre los miembros de la familia de proteinas ScsC.

43



INTRODUCCION

Proteina Motivo Potencial redox (mV) pKadelaCys activa
Tiorredoxina 1 E. coli CGPC -284 71
Tiorredoxina 2 E. coli CGPC -221 51
Glutarredoxina 1E. coli CPYC -233 N.D
Glutarredoxina 3 E. coli CPYC 198 <55
SrgA Salmonella Typhimurim CPPC -154 4,7
ScsC S. Typhimurium CPYC -132 34
DshG E. coli CPYC j;g 35
DsbA S. Typhimurium CPHC -126 3,3
PDI Homo sapiens CGHC -110 45
DsbAE. coli CPHC :gg 35
DsbL S. Typhimurium CPFC -97 38
DshC E.coli CGYC -130 43
BdbD Bacillus subtilis CPSC -75 <45

Tabla 1. Potenciales redox y valores de pKa de algunas proteinas de tipo tiorredoxinas. Adaptado de
(Shepherdy col. 2013).

El Cu(ll) puede conducir la oxidacion de tioles, formando puentes disulfuro
incorrectos (Hiniker y col. 2005). StScsC es requerida para la proteccién contra el
estrés por cobre, ya que una mutante AscsC presenta mayor sensibilidad a cobre
exogeno (CuSO4) en comparacion a una cepa silvestre de Salmonella Typhimurium,
lo que sugiere que StScsC es parte de un sistema dedicado a proteger a las proteinas
periplasmaéticas contra la formacion de puentes disulfuro no nativos inducidos por
el cobre (Shepherdy col. 2013). Si bien el mecanismo de accién no se conoce, debido
a que no forma dimeros como el resto de las disulfuro isomerasas, StScsC podria
actuar como disulfuro reductasa ya que se encuentra presente fundamentalmente

en estado reducido en las células bacterianas (Shepherd y col. 2013).

Por su parte, el ultimo gen del locus scs, scsD, codifica para una proteina de

localizacion periplasmica anclada a la membrana interna, con similitudes a las
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proteinas de tipo tiorredoxinas como TIpA de Bradyrhizobium japonicum o Neisseria
gonorrhoeae (Gupta y col. 1997). TIpA participa en la defensa contra el estrés
oxidativo en el patégeno N. gonorrhoeae (Achard y col. 2009). Esto sugiere una
conexiodn entre el sistema de envoltura Scs y la proteccion contra el estrés oxidativo

en dicho compartimento de Salmonella Typhimurium.

Durante el transcurso de esta Tesis, Anwar y colaboradores, evaluaron la
contribucion de los genes scs a la tolerancia de cobre, y su rol en estrés oxidativo y
la virulencia de Salmonella Typhimurium. Observaron que mientras que la mutante
AscsA no mostré sensibilidad incrementadaa CuCly, deleciones en scsB, scsC o scsD
provocaron un incremento moderado de la sensibilidadal metal. La mutante
cuadruple AscsABCD mostré una sensibilidad similar a las mutantes individuales
AscsB, AscsCy AscsD, sugiriendo que los genes scsBCD constituyen un sistema comun
responsable de la tolerancia de cobre en S. Typhimurium (Anwar y col.2013).
Asimismo, no observaron un incremento en la sensibilidad a H202 en las mutantes
individuales AscsB, AscsC y AscsD ni tampoco en la mutante del locus completo
AscsABCD, a diferencia de lo que ocurre con la mutante AscsA, quemostré una
sensibilidad incrementada a estaespecie oxidante (Anwar y col. 2013). Se detecto
una mayor acumulacion de proteinas periplasmicas carboniladas en la mutante
AscsABCD de S. Typhimurium expuesta a H202, indicando que Scs esté involucrado
en el balance del estrés oxidativo en el periplasma de S. Typhimurium (Anwar y col.
2013). Por otra parte determinaron que scsSABCD y trxA contribuyen a la tolerancia
a cobre a través de una via comun. La tiorredoxina citoplasmética TrxA aporta el
poder reductor a la proteina de membrana DshD, y debido a que ScsB y DsbD son
homologas, existiria una conexion entre el sistema ScSABCD y TrxA en relacion a la

tolerancia de cobre (Anwar y col. 2013).

Rol de los genes scsABCD en la invasividad v virulencia de Salmonella

Typhimurium

Se observo que la invasividad de S. Typhimurium en cultivos celulares de
mamiferos, depende de trxA (Bjur y col. 2006), y debido a que TrxA y ScsABCD
contribuyen a la resistencia a cobre, se evalu6é como se afecta la invasividad en las
mutantes AtrxA y AscsABCD y si el cobre tiene un efecto sobre la invasién (Anwar y
col. 2013). La presencia de cobre inhibi6 la invasion de la cepa silvestre de S.
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Typhimurium a células epiteliales, mientras que en las mismas condiciones la
invasién se vio incrementada en las mutantes AtrxA, AscsABCD y AscsABCD AtrxA.
Estos resultados mostraron que la invasividad de S. Typhimurium esta fuertemente
inhibida por el cobre, y que esta atenuacién quimica dependeria de la

oxidoreductasas TrxA 'y ScsABCD.

Por otro lado, en modelos de infeccion de C. elegans alimentados con S.
Typhimurium se observé que la vida de estos nematodos se acorta de manera
significativa, ya que los mismos manifiestan una respuesta de estrés oxidativo
hipodérmico entre las 36-48 horas después de la infeccion. Los nematodos
alimentados con un mutante AtrxA de S. Typhimurium carecen de esta respuesta
oxidativa, por lo que su sobrevida se extiende (Sem y col. 2012), a diferencia de los
infectados con AscsABCD que se comportaron como nematodos infectados con la
cepasilvestre. Sin embargo, la delecién de scsABCD sobre la mutante AtrxA dio como
resultado una recuperacion en la virulencia (reduccién en el tiempo de vida del
nematodo), acompafiada con una restauracion de la respuesta oxidativa, similar a
los de la cepa silvestre (Anwar y col. 2013). En este modelo de infeccion, scsABCD
nuevamente afectd el fenotipo de AtrxA, sugiriendo que AscsABCD suprimiria tanto
la atenuacién de la virulencia que presenta la cepa AtrxA como asi también la menor

invasividad de trxA en células epiteliales (Anwar y col. 2013).

Rol de los genes scs en la replicacién incrementada de S. Typhimurium en

respuesta a estrés

El ganado porcino es uno de los principales reservorios de S. Typhimurium
(Boyen y col. 2008). Estas infecciones frecuentemente resultan en el desarrollo de
cerdos portadores que excretan Salmonella en muy bajo nimero, de manera
intermitente. Durante periodos de estrés, tales como el transporte al matadero o la
etapa de retirada del pienso, puede ocurrir la recrudescencia de Salmonella lo que
resulta en la contaminacién de las carcasas porcinas (Verbrugghe y col. 2012).
Recientemente, se reporté que el cortisol cumple un rol importante en el incremento
de la proliferacion de Salmonella dentro de los macrofagos, resultando en un
aumento de la carga del patdégeno en los intestinos y facilitando la dispersion del
mismo (Verbrugghe y col. 2012). Asimismo, se demostré que una inyeccion
intramuscular de dexametasona puede reproducir la dispersion de Salmonella
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Typhimurium. En el afio 2016 se publico un trabajo en el cual se buscaron los genes
responsables de la incrementada sobrevida de Salmonella inducida por cortisol y en
el cual se encontro que scsA es clave en la recrudescencia de Salmonella inducida por
glucorticoides dentro de los macréfagos del hospedador (Verbrugghe y col. 2016).
La delecion de scsA elimina el incremento de la proliferacién inducida por cortisol,
tanto en macr6fagos murinos como porcinos, y dicho efecto fue restablecido cuando
se complementd con scsA. Se concluyd que scsA media la expresion inducida por
cortisol, directa o indirectamente, de varios sistemas que son indispensables para la
sobrevida intramacrofago (Verbrugghe y col. 2016). Por otra parte, se mostr6 que
scsA tienen un impacto en la expresion de genes de Salmonella involucrados en la
modificacion del citoesqueleto del hospedador (sipC) y en la formacién de
filamentos inducidos por Salmonella contenida en su vacuola (pipB) (Verbrugghe y
col. 2016).

En este mismo trabajo se optimiz6 un modelo de ratén para imitar las
condiciones de estrés y asi evaluar el rol de scsA durante la respuesta a
glucorticoides de Salmonella in vivo (Verbrugghe y col. 2016). Usando este modelo,
se demostrd que scsA es requerido para el incremento en la carga de Salmonella
inducida por glucorticoide en el ciego de los ratones (Verbrugghe y col. 2016). Este
efecto no fue significativo en otros érganos, como bazo e higado, sugiriendo que la
recuperacion incrementada de Salmonella dependiente de scsA es especifica de

tejido y se limita al tracto intestinal (Verbrugghe y col. 2016).

1.10. Respuesta a estrés de envoltura. Monitoreo de la envoltura celular

bacteriana

10.1. Sistemas regulatorios de dos componentes

La vida en el mundo microbiano esta caracterizada por una continua
interaccion entre las células bacterianas y el ambiente (Mascher y col. 2006). Debido
a la organizacion unicelular de los procariotas, los cambios ambientales, sean
bidticos o abidticos, son rapidos y draméticos, mientras que los eucariotas pueden

amortiguarlos debido a su organizacion multicelular (Krell y col. 2010). Sin
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embargo, las bacterias son organismos muy adaptables, capaces de crecer en
diversas fuentes de carbono y nitrégeno y de ocupar una gran variedad de nichos
ecoldgicos. La clave para la adaptabilidad de estos microorganismos es su capacidad
de expresar sélo aquellos genes que codifican para las enzimas y vias que necesitan
para un éptimo crecimiento en el nicho en el que se encuentran (Hoch y Varughese
2001).

Los sistemas de transduccidn de sefiales funcionan como vias intracelulares
de procesamiento de la informacion, que unen el estimulo externo a una respuesta
adaptativa especifica. La forma predominante de transduccién de la sefial utilizada
por las bacterias para responder a las condiciones ambientales son los sistemas
denominados de dos componentes (TCS) (West y Stock 2001; Casino y col. 2010;
Hoch y Varughese 2001; Mascher y col. 2006; Krell y col. 2010). Los TCS son
sistemas de reconocimiento y transduccién de la sefial, que permiten a un
microorganismo procesar y responder a cambios metabdlicos o ambientales
répidamente (Perego y Hoch 1996). Estos sistemas funcionan utilizando la

fosforilacion reversible de proteinas como estrategia de sefalizacion.

Los TCS estan ampliamente distribuidos, aunque no de manera ubicua, en
bacterias Gram(+) y Gram(-) y en arqueas. Estos sistemas estan presentes también
en hongos, levaduras, plantas y en la ameba Dictyostelium, pero hasta el momento
no han sido identificadas proteinas pertenecientes a la familia de los TCS en
animales, y no estan codificadas en los genomas de los humanos, moscas o gusanos
(Robinson y col. 2000).

El esquema bésico de los TCS se estructura alrededor de dos proteinas
conservadas: una proteina histidina quinasa (HQ) y una proteina reguladora de la
respuesta (RR). Ademas de los dominios conservados, las HQ y los RR tipicamente
contienen dominios variables especificos para el sistema en el que funcionan. Las
HQ son generalmente proteinas transmembrana que funcionan como sensores, con
dominios extracelulares variables involucrados en reconocerlos diferentes
estimulos. Por su parte, los RR son usualmente proteinas multidominio con
dominios efectores variables que provocan una respuesta (Mitrophanov y Groisman
2008).
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Cuando el estimulo o sefial es detectado por el dominio dominio de
reconocimiento de la proteina sensora HQ, se cataliza la autofosforilacién
dependiente de ATP de un residuo de histidina (His) conservado en el dominio de
dimerizacién de la HQ, produciendo un enlace fosforilo de alta energia (His-P). La
HQ fosforilada es reconocida por un RR especifico, y el dominio regulatorio
conservado de éste cataliza la fosfotransferencia desde His-P en la HQ a un residuo
aspartico (Asp) conservado en el RR, creando un enlace acil-fosfato de alta energia
(Asp-P) (Perego y Hoch 1996). Normalmente, los dominios regulatorios inhiben los
dominios efectores del RR, y la fosforilacion del residuo Asp-P libera esta inhibicion,
permitiendo que el dominio efector ejerza su respuesta (J. a Hoch 2000). Entonces,
la respuesta del sistema es determinada por los niveles de RR fosforilado (West y
Stock 2001; Robinson y col. 2000).

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. En
algunos sistemas, existen fosfatasas auxiliares o proteinas que refuerzan laactividad
fosfatasa del RR, acelerando su defosforilacién. Muchas HQ, ademas de la actividad
de quinasa, también poseen actividad fosfatasa. Ambas actividades pueden ser
reguladas directamente por el estimulo (en el caso de las HQ transmembrana) o
indirectamente por la interaccién con proteinas auxiliares (en el caso de las HQ

citoplasmaticas).

10.2. El sistema de dos componentes de respuesta a estrés de envoltura

Cpx

El sistema de dos componentes Cpx pertenece al grupo de los llamados
sistemas de respuesta a estrés de envoltura, que incluye a oE, Rcs, Psp y Bae que se
superponen ligeramente respecto a los estimulos detectados y a la composicion del
regulén (Bury-Moné y col. 2009). Cpx estd compuesto por CpxA, la HQ sensora y
CpxR, el RR citoplasmético (Dong y col. 1993). Si bien no se ha identificado la
naturaleza de la sefial o las sefiales detectadas por CpxA, si se conoce una amplia

variedad de estimulos que conducen a la activacion de la respuesta del regulon Cpx,
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tales comoel pH neutro a alcalino, alta osmolaridad, la adhesion a superficies, ciertas
hormonas, la sobre-expresion de proteinas incorrectamente plegadas, alteraciones
en la membrana y/o en la sintesis del antigeno comun de enterobacterias,
interrupciones en los enlaces disulfuro en el periplasma, cobre, EDTA, n-butanol,
indol, entre otros (Raivio 2014). La amplia naturaleza de las sefiales recién
mencionadas hace que sea dificil concluir con respecto a la naturaleza molecular de
la sefial reconocida por el sistema Cpx. En general, se postula que las proteinas
incorrectamente plegadas son el componente de la sefial de la respuesta al estrés de

envoltura (Jonesy col. 1997).

La evidencia acumulada hasta el presente indica que CpxR controla la
expresion de mas de 50 genes en E. coli (Raivio 2014). Los primeros miembros
descriptos del regulén Cpx codifican para proteinas involucradas en el plegamiento
o la degradacion de proteinas en la envoltura celular como degP,que codifica para
unaserina endoproteasa periplasmatica; dsbA, para una oxidoreductasa formadora
de puentes disulfuros; y ppiA, para una peptidil isomerasa periplasmatica (Pogliano
y col. 1997; Danese y Silhavy 1997). Posteriormente, otros estudios condujeron a la
identificacion de otros miembros del regulon que pueden ser activados o reprimidos
por el sistema CpxR/CpxA y que estan involucrados en una amplia variedad de
funciones celulares, incluyendo motilidad y quimiotaxis (motAB-cheAW, tsr, y aer,
pilusy flagelo), translocacion de proteinas (secA), virulencia (mviM), adhesion
(operon pap, csgBAC y csgDEFG), biosintesis de aminoéacidos (aroG y aroK) o
fosfolipidos (psd), metabolismo del ADN (ung), metabolismo de la pared celular
(amiA, amiC), almacenamiento y acumulacién de Fe (efeU y ftnB), entre otras (Cao y
col. 2007; De Wulfy col. 1999; De Wulf y col. 2002; Yamamoto y Ishihama 2006).

La deteccion de las sefiales por parte de este sistema no se restringe
Gnicamente al componente sensor, pudiendo involucrar incluso a diferentes
dominios de la HQ, sino también al RR o proteinas accesorias (Buelow y Raivio
2010). En el caso del sistema Cpx de E. coli, al menos cuatro proteinas en diferentes
compartimentos celulares participan en la deteccion de las diferentes sefiales
(Figura 10): en lamembrana externa, la lipoproteina de membrana externa NIpE; en
el periplasma, la proteina CpxP; en la membrana interna, la histidina quinasa CpxA

y finalmente en el citoplasma, el regulador de respuesta CpxR (Raivio 2014).
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NIpE (Nueva Lipoproteina E) se identific por primera vez como un supresor
de la toxicidad de la proteina de fusién de la envoltura LamB-LacZ-PhoA, y su
expresion esta regulada por CpxR (Snyder y col. 1995; Danese y Silhavy 1997). En el
afio 2002, se demostro que NIpE activa el sistema Cpx en respuesta a la adhesion a
superficies hidrofébicas (Otto y Silhavy 2002). Ademas, la sobre-expresién de NIpE
estimula la via Cpx y puede utilizarse como una sefial de activacion especifica del
sistema (Snydery col. 1995; Suntharalingamy col. 2003). El analisis de la estructura
cristalina de NIpE revel que es una lipoproteina con dos dominios, un dominio N-
terminal barril-B que tiene similitud con la proteina lipocalina bacteriana Blc, que
une lipidos a la cavidad formada por el barril-g (Campanacci y col. 2006), conectado
a un dominio C-terminal barril-g con similitudes estructurales a las proteinas que
contienen un plegamiento de unidn a oligosacarido/oligonucleético (Hirano y col.
2007). La presencia de estos plegamientos sugiere que cambios en lipidos y
oligosacaridos producidos durante la adhesién celular podrian estar involucrados
en instigar los cambios estructurales responsables de la deteccion de dicha adhesion
a superficies (Hirano y col. 2007). Estos cambios implicarian una propension del
dominio N-terminal barril § a desplegarse. El desplazamiento de una de las laminas
B podria llevar al desplegamiento y a un cambio en la orientacion de los dominios
N-terminal y C-terminal de NIpE, formando una estructura alargada capaz de
interactuar con el dominio sensor de CpxA en la membrana interna (Hirano y col.
2007).
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Figura 10. Descripcion general de la via de Cpx en Escherichia coli. En condiciones no inductoras (lado
izquierdo del diagrama), la histidina quinasa de membrana interna (MI) CpxA actiia como una fosfatasa del
regulador de respuesta CpxR, manteniéndolo desfosforilado y por lo tanto inactivo. CpxP inhibe la activacion
de CpxA, posiblemente a través de una interaccion directa. Las sefiales inductoras entran en la via en varios
puntos (indicados por las flechas azules): la adhesion a la superficie es detectada por la lipoproteina de
membrana externa (ME) NIpE; proteinas periplasmaticas mal plegadas pueden ser detectados directamente
por CpxP; y sefiales metabdlicas o fases de crecimiento son detectadas por CpxR. Bajo condiciones inductoras
(lado derecho del diagrama), CpxP es degradada por DegP, CpxA actiia como un autoquinsay fosforila a CpxR,
que fosforilado se une al ADN para regular la transcripcion. Los genes regulados positivamente por CpxR-P
(indicado por el texto en verde) son los que codifican para proteinas plegado y degradacion periplasmatica;
enzimas metabolicas de pared celular y algunos reguladores. Los genes reprimidos por CpxR-P (indicadas
por el texto en rojo) incluyen los complejos proteicos del periplasma y reguladores. Adaptado de Vogt y
Raivio, 2011.

Se demostré que las condiciones redox pueden influir en la formacién de un
enlace disulfuro en un motivo CXXC en el dominio N-terminal de NIpE, que a su vez
se prevé impactaria en la rigidez del loop que lleva este motivo (Hirano y col.2007).
Dado que la respuesta de regulén Cpx es inducida por el cobre y por las condiciones
que afectan los puentes disulfuro de las proteinas de la envoltura, este hallazgo
puede ser pertinente para integrar la sefializacion de ciertos tipos de estrés que
alteran el estado redox de la envoltura. EI motivo CXXC se encuentra ademas muy
cerca de un motivo inhibidor de serina proteasa en NIpE, por lo que es posible que
los eventos redox que implican estos residuos de cisteina también pudieran afectar
la actividad del motivo inhibidor de proteasa y alterar los eventos proteoliticos en
el periplasma (Hirano y col. 2007). Estos modelos no son concluyentes y esperan

mas estudios.
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La proteina periplasmatica CpxP inhibe la actividad de la via Cpx cuando se
sobre-expresa, probablemente por interaccion directa con el dominio
periplasmético de CpxA. La observacion de que la presencia de proteinas mal
plegadas en el periplasma activa el sistema Cpx de manera dependiente de CpxP ha
llevado a proponer que las proteinas no nativas secuestran CpxP impidiendo su
unién a CpxA y en consecuencia la quinasa se activa (DiGiuseppe y Silhavy 2003;
Isaacy col. 2005). Sin embargo, el papel de CpxP en la sefializacion es poco conocido.
De hecho, mutantes en cpxP conservan su capacidad de detectar sefiales tales como
la sobre-expresion de NIpE, el pH alcalinoy otros tipos de estrés (DiGiuseppe y
Silhavy 2003; Raivio y col. 1999).

En los dltimos afios ha incrementado el énfasis en desentrafiar la funcién de
las proteinas accesorias en la sefializacion de los sistemas de dos componentes. Se
demostré que una alta osmolaridad (NaCl) y las subunidades PapE del pilus mal
plegadas, desplazan a CpxP de la quinasa sensora CpxA in vivo (Tschauner y col.
2014). En general, este estudio proporciond evidencia de que CpxP modula la
actividad del sistema Cpx mediante la interaccion dinamica con CpxA en respuesta

a ciertos tipos de estrés especificos (Tschauner y col. 2014).

Si bien el dominio periplasmatico de la histidina quinasa CpxA actia como
sensor de algunas sefiales, es también el punto de integracion de sefiales detectadas
a través de NIpE y de CpxP (Raivio y col. 1999; Raivio y Silhavy 1997; DiGiuseppe y
Silhavy 2003). El regulador CpxR también puede activarse independientemente de
CpxA en respuesta a sefiales relacionadas con el crecimiento y el metabolismo
central. Por ejemplo, en E. coli se ha reportado que la expresion de cpxR se induce al
inicio de la fase estacionaria (De Wulfy col. 1999), y que esta activacion depende de
CpxR pero no de CpxA (DiGiuseppe y Silhavy 2003). CpxR también se puede activar
de forma independiente de CpxA cuando las células se cultivan en presencia de un
exceso de fuentes de carbono, tales como glucosa y piruvato (Wolfe y col. 2008). Se
postula que esta induccién estd mediada por la via Pta-AckA, que genera acetil
fosfato (AcPi) a partir de acetil-CoA (Wolfey col. 2008). De hecho, el acetil fosfato
puede fosforilar CpxR in vitro y, bajo determinadas condiciones de crecimiento, in
vivo (Pogliano y col. 1997; Raivio y Silhavy 1997; Wolfe y col. 2008; Lima y col.
2011).
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Invivo, la fosforilacién de CpxR de E. coli dependiente de AcPi se correlaciona,
en parte, con la transcripcion de cpxP (Danese y Silhavy 1997; Wolfe y col. 2008).
Sin embargo, esta fosforilacion dependiente de AcPi no es el Unico factor que
contribuye a la transcripcion cpxP; la eliminacion de ackA, que conduce a un
aumento de las concentraciones intracelulares de AcPi (Klein y col. 2007), bloquea
la transcripcion de cpxP, en lugar de incrementarla (Wolfe y col. 2008). Se propone
gue CpxR es fosforilado en un entorno silvestre durante el crecimiento en un medio
rico en glucosa, lo que resulta en la activacion de la transcripcion de cpxP. Por el
contrario, la acumulacion de AcPi en una mutante ackA conduce a la acetilacion de
la Lys291 de la ARNP y a la inhibicién de la transcripcion de cpxP por parte de CpxR
activado (CpxR~P) (Limay col. 2016).

En resumen, la via Cpx integra las sefiales mediante tres niveles distintos: (i)
en el periplasma, CpxP integra el estimulo generado por las proteinas mal plegadas
de la envoltura, (ii) a nivel de la membrana interna, el dominio periplasmético de
CpxA integra la informacion en relacion al estado de la chaperona periplasmatica
CpxP, a las sefiales de la lipoproteina NIpE, y a los estimulos que son independientes
tanto de CpxP como de NIpE, (iii) finalmente, en el citoplasma, CpxR integra las
sefiales dependiente de CpxA, con aquellas que son independientes de CpxA (como
por ejemplo la transicién a fase estacionaria y la exposicion a un exceso de fuentes

de carbono).

Caracterizacién de la region promotora de los genes del requlén Cpx

Dependiendo del gen blanco, CpxR puede actuar como activador o represor
(Price y Raivio 2009). En un estudio comparativose demostré que la orientacion con
respecto al sitio de inicio de la transcripcién y el grado de consenso del sitio de union
para CpxR, previamente determinado como GTAAA-N4g-GTAAA (Yamamoto y
Ishihama 2006), no influyen en la regulacién (Price y Raivio 2009). Sin embargo, la
ubicacién del sitio de union de CpxR, si es importante (Price y Raivio 2009). La
presencia de al menos un sitio de unién a CpxR dentro de 100 pb del sitio de inicio
de la transcripcion independientemente de la orientacion se correlaciona
positivamente con una fuerte regulacion dependiente de CpxR/CpxA (Price y Raivio
2009). Los promotores de los genes que forman parte del reguldén Cpx tienen sitios
de unién a CpxR en ambas orientaciones por lo que no parece haber relacién entre
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la orientacion y el modo en que CpxR ejerce su regulacion. El grado de coincidencia
con elsitio de unién consenso CpxR tampoco parece ser predictivo (Price y Raivio
2009).

En la mayoria de los casos, CpxR actla en conjunto con otros reguladores
para controlar la expresién de los genes. Se ha demostrado que para la expresion de
los transportadores del tipo CBA, MdtA y AcrD, y para la porina OmpC, CpxR actla
como co-regulador (Batchelor y col. 2005; Hirakawa y col. 2005). En ausencia del
regulador principal de acrD y mdtA, BaeR, o de ompC, OmpR, CpxR es incapaz de
activar la transcripcion de estos genes. Estos resultados indican que CpxR actlia en
conjunto con el activador principal para intensificar la transcripcion (Hirakawa y
col. 2005).

Cpx v su vinculo con los metales

La respuesta del regulén Cpx al estrés de envoltura esta relacionada a los
metales (Guest y Raivio 2016). Los genes regulados por CpxR exhiben cambios en la
transcripcion en presencia de hierro, cobre y zinc y muchos de ellos tienen funciones
demostradas, o se sospecha que estan implicados en la adquisicion, eflujo y/o
almacenamiento de metales (Guest y Raivio 2016). En E. coli, se demostré que una
mutante en el operdn cpxRA (AcpxRA) es mas sensible a Cu y a Zn que la cepa
silvestre (Yamamoto y Ishihama 2006). Ademas, estudios de transcriptomica en E.
coli revelaron la activacion de al menos 14 genes dependiente de CpxRA en
presencia de Cu, aroG, cpxP, ftnB, htrA, ppiA, spy, ybaJ, yccA, ycdN, ycfS, ydeH, yebE,
yihE e yqgjA, la mayoria de funcién desconocida (Pogliano y col. 1997; Yamamoto y
col. 2005; Yamamoto y Ishihama 2006). La observacion de que en E. coli una
mutante deficiente en NIpE es méas sensible a Cu que la cepa silvestre y que el
dominio N-terminal de NIpE contiene un motivo CXXC, caracteristico de proteinas
de unién a Cu, sugiere que esta proteina podria estar implicada en la activacion del
sistema Cpx en presencia de Cu (Gupta y col. 1995; Hirano y col. 2007; Robinson
2010). En relacion a otros metales distintos al cobre, mediante andlisis de
transcriptomica global de E. coli en presencia de Zn se ha demostrado la induccion
de cpxP como asi también del sistema de eflujo mdtABC, que se encuentra modulado

por el sistema CpxRA (Leey col. 2005).
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Finalmente, el efecto de los metales sobre la respuesta Cpx no se limita a E.
coli, sino que impacta también a otras gama-proteobacterias. En V. cholerae, se
mostro que el cobre induce la expresion del reportero cpxP (Slamti y Waldor 2009).
Asimismo, en este patdgeno, Cpx reconoce y media la adaptacion a la disminucion
de hierro (Acosta y col. 2015). En Salmonella Typhimurim, genes pertenecientes al
regulén Cpx, como cpxP y ppiA, se inducen en presencia de cobre tanto en medio

minimo como en medio rico (Pontel y col. 2014).

Cpx v su vinculo con la virulencia

El sistema de dos componentes CpxRA tiene efectos contrastantes en la
patogénesis de diferentes especies bacterianas. Por ejemplo, la activacién de CpxRA
en Shigella sonnei resulta en una expresion incrementada de los genes de virulencia.
Los patdgenos de humanos, Yersinia pestis y E. coli uropatogénica, requieren al
sistema Cpx para su virulencia. Por el contrario, en Haemophilus ducreyi la
activacion del sistema CpxRA lleva a la regulacién negativa de genes de virulencia
conocidos en este patdégeno. Asimismo, la activacion constitutiva de la respuesta Cpx
resulta en defectos en la virulencia in vivo y la delecién de este sistema no tiene
efectos sobre la infeccidn. Estos estudios son consistentes con lo observado durante
la infeccién con Salmonella Typhimurium y Vibrio cholerae. Asi, la contribucién del
sistema Cpx in vivo sobre la virulencia parece variar entre los distintos géneros de

enterobacterias (Thomassin y col. 2015).

Para evaluar la participacién del sistema Cpx de Salmonella Typhimurium en
laentraday replicacion dentro de células eucariotas, se hicieron ensayos de invasion
y persistencia en macrofagos y en células epiteliales con mutantes AcpxR, AcpxA 'y
CpXA*; esta Ultima mantiene la activacion del sistema de forma constitutiva (De Wulf
y Lin 2000). Las mutantes AcpxR y AcpxA invadieron los macrofagos de igual forma
que la cepa silvestre mientras que la cepa mutante cpxA* fue significativamente
menos invasiva. A las 24 horas post-infeccion, el nimero de bacterias intracelulares
se incremento, indicando que en ninguna de las mutaciones en el sistema Cpx se vio
afectada la sobrevida o replicacion intracelular (Humphreys y col. 2004). Los
mismos estudios llevados a cabo con moléculas que previenen la internalizacion
celular sugieren que es la adhesion a las células eucariotas y el ingreso a las mismas
lo que esta afectado principalmente en la mutante cpxA*. Alternativamente,
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mediante ensayos de competencia se evalud la capacidad de las mutantes AcpxR,
AcpxA y cpxA* para competir con la cepa silvestre en el crecimiento en tejidos
murinos. Nuevamente, la cepa AcpxR no se vio afectada respecto a la parental
silvestre mientras que se evidencié una disminucion significativa en el recuento
para las mutantes AcpxA y cpxA*, siendo esta Ultima la méas afectada (Humphreys y
col. 2004).

Para investigar si las mutaciones en Cpx afectan la habilidad de S.
Typhimurium de infectar ratones oralmente (via natural de infeccion), se determiné
el nimero de unidades formadoras de colonias (CFU), en diferentes tejidos post-
infeccion. Nuevamente, no hubo diferencias significativas entre la cepa AcpxR y la
parental silvestre pero ambas fueron mas virulentas que la mutante AcpxA que a su
vez fue mas virulenta que la cepa cpxA* (Humphreys y col. 2004). Es esperable que
la mutante cpxA* tenga un exceso de CpxR fosforilado (CpxR~P); por lo tanto, la
virulencia pareciera correlacionarse inversamente con los niveles de CpxR~P. Si
este es el caso, entonces CpxR~P estaria reduciendo la expresién de determinantes
de la virulencia, consistente con el hecho que una de las funciones principales del
sistema Cpx es reducir el flujo de proteinas al periplasma. O bien, CpxR~P podria
regular positivamente genes que interfieren con los procesos de infeccién

(Humphreysy col. 2004; van Rensburg y col. 2015).
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OBJETIVOS

I1.1. Objetivos generales

El presente trabajo de tesis se enmarca en un proyecto de investigacion que
involucra el estudio de los mecanismos de sefializacion ambiental y de regulacion
transcripcional que modulan la capacidad de Salmonella enterica de adaptarse y
sobrevivir en diferentes ambientes, tanto dentro como fuera del hospedador.
Nuestro grupo de trabajo se ha centrado en el estudio del cobre como sefial
ambiental, dada su vinculacién con la virulencia, y ha iniciado la caracterizacion de
un sistema de reconocimiento a cobre que controla la expresién de factores
involucrados en la resistencia al metal en esta bacteria patdgena. Particularmente,
en este trabajo se planted caracterizar otros mecanismos que utiliza este patdégeno
para sobrevivir en presencia de concentraciones elevadas de Cu y de estrés
oxidativo, con especial atencion en proteinas de la envoltura bacteriana, CueP y el
sistema Scs, codificadas en loci especificos de Salmonella. Para ello se propusieron

los siguientes objetivos especificos:

I1.2. Objetivos especificos

Dilucidar el rol fisiologico de la regulacion coordinada de cueP por parte de
CueR y de CpxR/CpxA y profundizar en el estudio de esta regulacion, analizando

aspectos mecanisticos del proceso de inicio de la transcripcion.

Estudiar el rol de los genes scs en la homeostasis de cobre en Salmonella y

dilucidar el o los factores responsables de su activacion.

Caracterizar el rol de los productos génicos de Salmonella enterica que
codifican para proteinas tipo tiorredoxinas extracitoplasmaticas ScsA, ScsB, ScsC,
ScsD, DshC, DsbG y DshD, en la resistencia a cobre, y en la respuesta a estrés

oxidativo
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MATERIALES Y METODOS

I11.1 Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Las cepas y plasmidos empleados en esta tesis se detallan en las Tablas 2 y 3,
respectivamente. Los oligonucleétidos que fueron utilizados para la generacién de
mutantes, el clonado de las regiones especificadas, los ensayos de RT-PCR y RT-
gPCR, ensayos de retardo de lamovilidad electroforéticay de proteccion ala ADNasa
| se detallan en la Tabla 4. En todos los casos estos oligonucleétidos fueron
sintetizados por Sigma, se disolvieron en agua destilada estéril hasta una
concentracion 1 pg/ul y se guardaron a —-20°C hasta su utilizacién. Para las
reacciones de PCR se realizaron diluciones de los oligonucle6tidos hasta alcanzar
stocks de 10 uM, y para las reacciones de qRT-PCR los stocks se diluyeron hasta una

concentracion de 5 puM.

Tabla 2. Cepas utilizadas

Cepa Genotipo relevante Referencia
E. coli
DH5a F-Z-(tp80lacZAM15)endAl recAl (Sambrooky col. 1989)

SupE44 thi-1 gyrA96 hsdrl7 relalA
(lacZYA-argF)Uu169

XL1-blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, Stratagene
SUpPE44, relAl, lac[F’, proAB*, laclq, lacZ,
A:Tnl1O0(TetR)]

M15 [pREP4] F-, @®80AlacM15, thi, lac-, mtl-, Qiagen

recA* KmR
Salmonella Typhimurium

14028 Silvestre ATCC
7065 metA22 metE551 trpD2 ilv-452 leu- pro-  (Bullasy Ryu 1983)
(LB5010) hsdSA29 hsdB- strA120 galE-
PB5449 AcueR (Espariz y col. 2007)
PB9662 AcpxRA (Pezzay col. 2016)
PB5948 PcueP::lacZ-CmR (Pontel y Soncini 2009)
PB5949 AcueR PcueP::lacZ-CmR (Pontel y Soncini 2009)
PB6028 cueP::3xXFLAG-KmR (Pontel y Soncini 2009)
PB6127 AcueP::CmR (Pontel y Soncini 2009)
PB8214 PcueP::lacZ Cepario laboratorio
PB9833 PcueP::lacZ PcueP::Cm (Pezzay col. 2016)
PB9958 PcueP::lacZ caja cpxR*-CmR (Pezzay col. 2016)
PB10009 PcueP::lacZ-CmR  constitutivo (CueR (Pezzay col. 2016)

independiente)
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Continuaciéon Tabla 2

PB10029 AcueR::KmRAcpxR PcueP::lacZ-CmR (Pezzay col. 2016)
PB10326 AcpxR::CmR cueP::3XFLAG- KmR (Pezzay col. 2016)
PB10424 AcueR::KmRPcueP::lacZ-CmR (Pezzay col. 2016)
constitutivo
PB10864 PcpxP-lacZ (Pezzay col. 2016)
PB11450 AcpxR::CmRPcpxP::lacZ (Pezzay col. 2016)
PB11609 PcopAcueP (Pezzay col. 2016)
PB11893 PcopAcuePcueP::3xFLAG- KmR (Pezzay col. 2016)
PB12531 AcpxRPcopAcuePcueP::3xFLAG- KmR (Pezzay col. 2016)
PB12519 CpxR-box*- CmR (Pezzay col. 2016)
PB10122 AcpxR (Pezzay col. 2016)
PB12526 AcpxA::CmR (Pezzay col. 2016)
PB12527 AcpxA::CmRPcueP::lacZ (Pezzay col. 2016)
PB9618 AsCSA Cepario laboratorio
PB9409 AscsBCD::CmR Cepario laboratorio
PB10431 AscsABCD::CmR Este trabajo
PB10807 AscsABCD Este trabajo
PB10673 AscsB Este trabajo
PB11084 AscsC Este trabajo
PB11020 AscsD Este trabajo
PB9410 AdsbC::CmR Cepario laboratorio
PB10688 AdsbC Este trabajo
PB12111 AdsbG Este trabajo
PB12071 AdsbD (AdipZz) Este trabajo
PB12073 AscsCAdsbC Este trabajo
PB12813 AscsCAdshG Este trabajo
PB12131 AscsCAdsbC AdsbG Este trabajo
PB12132 AscsB AdsbD Este trabajo
PB12810 AscsB AscsC Este trabajo
PB12811 AscsB AdsbC Este trabajo
PB12812 AscsB AscsC AdsbC Este trabajo
PB12110 Atpx::CmR Este trabajo
PB10668 scsA::cat Este trabajo
PB12345 Pscs::lacZ Este trabajo
PB12397 AcpxR::CmR Pscs::lacZ Este trabajo
PB12814 AcpxA::CmR Pscs::lacZ Este trabajo
PB12398 AcueR::CmR Pscs::lacZ Este trabajo
PB12399 AgolS::CmR Pscs::lacZ Este trabajo
PB12815 ArpoE::CmR Pscs::lacZ Este trabajo
PB12400 ArcsB::CmR Pscs::lacZ Este trabajo
Tabla 3. Plasmidos utilizados
Plasmido Propiedades relevantes Referencia
pCP20 flp, AmpR (Cherepanov and
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pJB20 lacZ clonado en BstBI del plasmido pKD3 (Beaber, Hochhut, and
Waldor 2002)

pKD3 Ori R6K, CmR, AmpR (Datsenko y Wanner
2000)

pKD4 Ori R6K, KmR, AmpR (Datsenko y Wanner
2000)

pKD46 Parag-y-g-exo, AMpR (Datsenko y Wanner
2000)

pMC1871 pBR322. TetR, lacl- Amersham Pharmacia

pQE32 Ori ColE1, AmpR, Prs.1ac, N-His Qiagen

pSUB11 Ori R6K, 3XFLAG, KmR (Uzzau y col.2001)

pUHE21-2laclda  reppMB1 AmpRlacld (Soncini, Vescovi, and
Groisman 1995)

pPB1209 pUH::cueR(pCUER) (Espariz y col.2007)

pPB1257 pUH::cueP (Pontel 'y  Soncini
2009)

pPB1466 pUH::cpxR(pCPXR) (Pezzay col. 2016)

pPB1467 pPQE32::cpxR (Pezzay col. 2016)

pPB1468 pUH::cpxRA (pCPXRA) (Pezzay col. 2016)

pPB1474 pUH::nIpE (pNLPE) (Pezzay col. 2016)

pPB1351 pUH::cueRc120s (Ibafiez, Checa, and
Soncini 2015)

pPB1334 pMC1871::Pscs Este trabajo

PPB1477 pMC1871::Pscsbox() Este trabajo

pPB1478 pMC1871::PscsboxA Este trabajo

63



MATERIALES Y METODOS

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo de Tesis

Nombre Secuencia (5’-3’) Funcion
ScsA Fw ATGGCGAAACAACAACG RT-PCRy
gPCR
scsA Rv-250 GTAGACAAAGCGCAAGG RT-PCRYy
gPCR
scsB Fw ATGATGATTTTGTTCAG RT-PCRy
gPCR
scsB Rv-263 CTTACCTCAGGCATGTC RT-PCRy
gPCR
scsB Fw-165 CTGTTGCTGGATGTCAAACTGG RT-PCR
scsB Rv-165 TCCCTGGGTGGTGATATTCG RT-PCR
SCSA79pb RV GTTGCGCGGTACAAACC RT-PCR
rnpB Fw2 TCATCTAGGCCAGCAATCG RT-PCRy
gPCR
rmpB Rv GTGAAAGGGTGCGGTAAGAG RT-PCRy
gPCR
scsA-prom Fw GGTTTCTCCACTAAGTGTAGG Chequeo de
mutante
scsA-P1 GATAACTCGCGTTAAACAGTGAGGGCGCAGTGTAGGC | Deleciéon de
TGGAGCTGCTTCG scsAy de
ScSABCD.
Construccién
de Pscs::lacz-
Cm
SCSA-P2 GTGCCCCTCTCTACTGCCGCCCGTTTTCCGTTCAGGCA | Deleciéon de
TATGAATATCCTCCTTA SCSA.
Construccién
de Pscs::lacz-
Cm
scsBCD-P1 GGTTAATTACTCATTCACGGAGAAAAAATGTGTAGGC Delecién de
TGGAGCTGCTTCG scsBCD y de
scsB
scsBCD-P2 GGTTAATTACTCATTCACGGAGAAAAAATGTGTAGGC Delecién de
TGGAGCTGCTTCG scsBCD,de
scSABCDy de
scsD
scsB-P2 GCTTTTTTCAACGTTTGTAATACCGCATCCATATGAA Delecién de
TATCCTCCTTA scsB
scsC-P1 AATACATGATTGTTTTACTGCTGGCGCTGGTGTAGGC | Deleciéon de
TGGAGCTGCTTCG scsC
scsC-P2 CTGCGCCCGGAATCAGCTCGTCGCCAATGCATATGAA | Delecion de
TATCCTCCTTA scsC
scsD-P1 ACTGCGGCGTTGGCTGCGTGAAGCCGCGGGTGTAGGC | Delecion de
TGGAGCTGCTTCG scsD
scsA-cat P1 TTGTACCGCGCAACGCATGGCGGGCCTGCACGCCTTG | Insercion Cm
CGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG a 79 pb del
ORF scsA
scsA-cat P2 GGAGCGCTGACCACCGCAGCAGAGGCCGTCGCCTGCA | Insercion Cm
TCTCATATGAATATCCTCCTTA
PscsA-Fw- GACCCGGGCATAATGGCGTAATAATC Clonado
(Xmal) pMC1871
/EMSA/
ADNasa |
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PscsA-Rv- GACCCGGGGCAAAGAAACCACCAG Clonado
(Xmal) pMC1871
/EMSA/
ADNasa |
Pscs boxa Fw GCGCGAGCTCATAACTAATGAGGGGAAAGG Mutagénesis
box CpxR en
Pscs.
Pscs boxOFw GCCGACATAACTTCAGAGGGGAAAGGTTGC Mutagénesis
box CpxR en
Pscs.
P1-Rev CGAAGCAGCTCCAGCCTACAC Chequeo
mutantes
LacZ-Rv ATCAAGCTTCGACGGCCAGTGAATC Chequeo
mutantes
CpxP-prom TGTTTACGTACCTCCGAGGC Chequeo
cheq mutante
cpxP P1 TGAAATTATTGAGTAGTAGCAACTCACGTTCCCAGTA | Construccion
AGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG de
PcpxP::lacz-
Cm
cpxP P2 GAAGACAGGGATGGTGTCTATGGCAAGGAAAACAGG | Construccion
GTTGCATATGAATATCCTCCTTA de
PcpxP::lacz-
Cm
nipE-BamHI CGGGATCCATGGTGAAAAAAGCG Clonado nlpE
Fw
nlpE-HindllI CCCAAGCTTTCTCAAGACGGGTAC Clonado nlpE
Rv
dsbC P1 CATCCGCGGGCATGAGTGCTGACAGGAAAGGATAGTT | Delecion dshC
TGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
dsbC P2 CTCGCGCCGACGAAGTTGTCTCTGTTGTTTCACGCGT | Delecion dshC
ACATATGAATATCCTCCTTA
dsbC-prom GTACTGGCTGGAATCGATAG Chequeo de
cheq mutante
dshG P1 GGCGTGGTACGGTTAAGCTCCAGCTTTGCTAATTTCT Delecién
GCGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG dshG
dshG P2 ATACTCTTTTCGCTTTGATATTAAAAGGAAAAAATAT Delecién
GCATATGAATATCCTCCTTA dshG
dsbG-prom TAAGGTCGTAAAGGTTAGCC Chequeo de
cheq mutante
dsbD (dipZ) P1 | GGTTTTACCTGTTACTCACGGAGATACTGATTACCTC Delecién
TCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG dsbD
dsbD (dipZ) P2 | CACGGTATTCTCCTCCGTCTTTGCTTTTGCAAGTGTC Delecién
GCCATATGAATATCCTCCTTA dsbD
dsbD-prom CGTCGTTCTGGCTGTCTGC Chequeo
cheq mutante
tpx P1 GGATTTCGACGTTAACTATAAGTAAATAGGAACATAA | Delecion tpx
TTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG
tpx P2 CCTGTAGCACTGACAAACGTAGCGCCAGCAGGCGCTG | Delecion tpx
GCCATATGAATATCCTCCTTA
tpx-prom cheq CAGTTTCTGCAATGCTTCGC Chequeo
mutante
cpxA-int P1 TAGGAAGTTTAACCGCGCGCATCTTCGCCATCTTCTG Delecién
GGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG CpXA
CpxA-int P2 GAGATAAAAAATCGGCCTGCATTCGCAGGCCGATGGT Delecién
TTCATATGAATATCCTCCTATA CpxA
cueP-prext-Rv TCTGAGGATGCCGCAAGCGCGGAGCC EMSA
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cueP-fwd- GCATTTTGAATCCCTGCCTGATGG EMSA
ftprin

P1-site-cpxR CTGATGGCGGGGATTTTTTTTATTCCAATTCCCCCCT | Mutagénesis
CGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG box CpxR en

PcueP
P2-cpxR-mut | GGACGCAGGCACTAGTAATCCACAGTTATGCTGGGGG | Mutagénesis
ACATATGAATATCCTCCTTA box CpxR en

PcueP
Cpx-Mut-Kpn- | TCCCCCAGCATAACCATGGATTACTAGTGCCTGCGTC | Mutagénesis
Fwd C box CpxR en

PcueP
P-int-cueP-Rv ACTTCAATTCCTTGTGAACAATC Mutagénesis
box CpxR en

PcueP
cueP-prom- GTAATGGCGGCGTCACCAGC Construccién
copA-Fwd PcopA-cueP
P2-rv-cueP- CGGTTTTATGAAGAGAAAGGGCTGGTGACGCCGCCAT | Construccion
prom-CopA TACCATATGAATATCCTCCTTA PcopA-cueP
P1-Fwd-cueP- | CCAGCATAACTTTGCATTACTTTACCCTGCGTCCCTTT | Construccion
prom-copA GAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG PcopA-cueP
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I11.2. Medios de cultivo, antibiéticos y condiciones de crecimiento

La células fueron crecidas en el medio de cultivo Luria-Bertani (LB),
compuesto por 10 g/I de peptona de carne, 5 g/l de extracto de levaduray 5 g/1 de
NaCl (Difco). En los casos indicados, se utilizo el medio 1X SLB, el cual no contiene
NaCl. Para los lisados en medio liquido se utilizé el medio rico Nutrient Broth (NB),
compuesto por 3 g/l de extracto de carne bovinay 5 g/l de peptona. Como medio de
crecimiento definido se utilizé el medio minimo M9 (Difco) compuesto por 6,78 g/1
de NaxHPO4, 3 g/1 de KH2PO4, 0,5 g/1 de NaCl, 1 g/1 de NH4Cl, 0.4% de glucosa como
fuente de carbono, 2 mM de MgSO4y 0,1 mM de CaCl..Cuando se indica, se ajusto el
pH del LB a 5,5 0 7,0 mediante el agregado de 100 mM MES

Para preparar medios sélidos se agregé agar en concentracion final de 15 g/|.
Para preparar medios semisélidos (soft agar) se agreg6 agar en concentracion final
de 6 g/l

Los antibidticos empleados fueron: ampicilina (100 pg/ml), cloranfenicol (20
ug/ml), kanamicina (50 pg/ml) y tetracilina (12,5 pg/ml). En los casos donde fuese
necesario se agrego CuS04, ZnS04, ZnCly, citrato férrico, CdCl,, CoSOa4, H202 y 2,2'-

dipiridilo en las concentraciones indicadas.

111.3. Extraccion de ARN total

Para la extraccion de ARN total se realizo la dilucion 1/100 de cultivos
saturados de la cepa de interés en 25 ml de medio LB a 37°C con agitacion. Una vez
alcanzada la densidad optica (DOsoonm), @ una fraccion del cultivo se le agrego6 sulfato
de cobre a una concentracién final de 1 mM, dejando otra fraccion sin agregado de
metal. En ese instante, se tomo una alicuota de 5 mL, tiempo 0 minutos, se le agrego
una solucion fria de etanol absoluto 95%/fenol pH 5,5 5% (solucién “stop”) y se
incubo6 en hielo durante 20 minutos. Lo mismo se hizo para las alicuotas a los
distintos tiempos: 5, 10, 20, 40 y 60 minutos. Posteriormente, las células fueron
cosechadas por centrifugacion a 6500 rpm durante 5min, resuspendidas en buffer
TE pH 7 (Tris-HCI 10mM pH7; EDTA 1mM) y nuevamente centrifugadas a 6500 rpm
durante 5 minutos. Los siguientes pasos de extraccion se realizaron utilizando el

reactivo RNAzol (RNAzol® RT Molecular Research Center), siguiendo las
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instrucciones del fabricante. Luego de la extraccion del ARN, las muestras fueron
sometidas a tratamiento con DNAsa RQ1 (Promega) para mejorar su calidad. Se
determind la concentracion de ARN midiendo la absorbancia de una alicuota a 260

nm, segun la formula:
1 unidad de Abszeonm = 40 ng de ARN / ml de solucion

Todas las preparaciones de ARN que fueron utilizadas en los ensayos de gRT-PCR
presentaron un valor del cociente (Abszsonm/AbS2sonm) entre 1,7 y 2,0, lo que indica
que se hallaban libres de proteinas y fenol (Sambrook, Fritsch, and Maniatis 1989).
Ademas se analiz6 el ARN total obtenido mediante electroforesis en geles de agarosa

al 1,5 % (p/v), como se indica en la seccionlll.6.

111.4. Extraccion de ADN

4.1. Extraccion de ADN genémico

El ADN cromosomal se preparé a partir de células de S. Typhimurium
14028s, o de mutantes derivadas de esta, segun se indique. Se centrifugaron 5 ml de
un cultivo saturado de células crecidas en medio LB a 37 °C con agitacién constante.
Las células se recolectaron por centrifugacion, se resuspendieron en 2,5 ml de 10
mM Tris-HCl pH, 8,25 mM EDTA, y 150 mM NaCl y luego se repitié la centrifugacion.
El sedimento celular se resuspendi6 en 2,5 ml de 10 mM Tris-HCI pH 8 y 25 mM
EDTA. Luego se agregaron 275 pl de lisozima 2 mg/ml (Sigma), y se incubd 20
minutos a 37 °C. Se agregaron 300 pl de una solucion de 10 % (p/v) de Sarkosyl y
100 pg/ml proteasa K (Invitrogen), y se incub6 a 55 °C durante 1 hora.
Posteriormente, se realizaron extracciones sucesivas con voliumenes iguales de
fenol equilibrado con 100 mM Tris-HCI pH 8,0 y con cloroformo:fenol en proporcion
1:1 (v/v), conservando siempre la fase acuosa. Se centrifugé la mezcla a 5000 rpm
durante 5 minutos, se recuperé la fase acuosa que contiene al ADN cromosomal y se
le agregaron 1/9 partes en volumen de 3 M acetato de amonio y 1 volumen de
isopropanol. Se centrifugé a 10000 rpm durante 20 minutos. El precipitado obtenido
se lavo con 1 ml de etanol 80 % (v/v), se secO a temperatura ambiente, y se
resuspendié en 300 pl de agua destilada estéril. La concentracién de ADN fue
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determinada midiendo laabsorbancia de unaalicuotaa 260 nm (Abs 260 nm), segin

la siguiente férmula:

1 unidad de Abs 260nm = 50 pug de ADN/ml de solucién (Sambrook, Fritsch,
and Maniatis 1989).

La calidad de la preparacion se evalué a través del cociente Abs 260nm/Abs
280nm. Un valor entre 1,7 y 2,0 indica que se halla libre de proteinas y fenol
(Sambrook, Fritsch, and Maniatis 1989). También se analiz6 el ADN genémico

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, como se indica en la seccionlll.6.

4.2. Extraccion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se prepard a partir de células de E. coli previamente
transformadas. Las células se crecieron a 37 °C con agitacion constante durante toda
lanoche en 3 ml de medio LB con el agregado del antibiotico adecuado. Se centrifugd
el cultivo, y se resuspendio el sedimento celular en 350 ul de solucién STET (8 %
(p/v) sacarosa, 5 % (p/v) Triton X-100, 50 mM EDTA y 50 mM Tris-HCI pH 8,0). Se
agregaron 10 pl de una solucién de 10 mg/ml lisozima (Sigma) y 1 mg/ml ARNasa
A libre de ADNasa (Sigma), 50 mM Tris-HCI pH 8 y 50 % de glicerol. La mezcla se
hirvié 1 minuto a 100 °C y luego se centrifug6 durante 10 minutos a 12000 rpm. El
sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico se sometid a extracciones sucesivas
con volumenes iguales de cloroformo y fenol equilibrado con 0,1 M Tris-HCI pH 8,
conservandose la fase acuosa. Para precipitar el ADN se agregaron 60 pl de acetato
de amonio 3 My 1 volumen de isopropanol, se incubd durante 30 minutos a —20 °C
y se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos. Se descarto el sobrenadante y el
precipitado obtenido se lavé con 500 pl de una solucién de 80 % (v/v) etanol. Se
volvié a centrifugar, se elimind el sobrenadante y el sedimento se secd a
temperatura ambiente. Finalmente el precipitado se resuspendié en 30 ul de H20
destilada estéril. La soluciobn de ADN obtenida se mantuvo a —-20 °C hasta su
utilizacion. Alternativamente, para obtener un ADN plasmidico de mejor calidad y
con mejores rendimientos, se utiliz6 un kit comercial (Sigma), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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I11.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de fragmentos por PCR se siguié un protocolo basico
que consistié en una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 minutos, luego una
iteracion de 30 ciclos compuestos por una desnaturalizacion a 94°C, un anillado
entre 50 °C y 60 °C (dependiendo del oligonucleotido utilizado) y una elongacién a
72 °C (0 68°C segun la polimerasa utilizada). Los tiempos de desnaturalizacion y
anillado fueron de 30 segundos y los de elongacién dependieron de la longitud de
los productos a amplificar (no més de 1 minuto por cada 1 kpb). Por ultimo se
incluyo una etapa de extension final a 72 °C durante 10 minutos. Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient. EI volumen
final fue de 20- 50 pl conteniendo: buffer comercial 1X, 2,5 mM MgCl,, 0,25 mM de
cada uno de los desoxinucle6tidos trifosfato (Invitrogen), 1 pg de ADN molde
(cantidad variable), 5 pmoles de oligonucle6tido directo o reverso y 2,5 U de Taq
polimerasa (Invitrogen) o Pfx polimerasa (Invitrogen). Como molde se utilizé 0,025
ug de ADN plasmidico, 0,125 ug de ADN cromosomal o 3 pl provenientes de la
suspension de 1 colonia en 50 ul de H20 estéril, previamente hervida durante 5 min
(PCR de colonia).

Los productos fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa,

como se indicaen lalll.6.

5.1. Reaccion en cadena de la polimerasa a partir de colonias

Esta técnica se emple6 para verificar en las cepas transformadas la presencia
de los distintos fragmentos de interés, ya sea como fusiones cromosomales o
clonados en pladsmidos. La técnica consistio en disolver una colonia de las bacterias
a analizar en 50 pl de agua destilada. Cada reaccion se llevé a cabo en un volumen
final de 25 pl, compuesto por buffer comercial 1 X, 1 pl de la suspension de bacterias
en agua destilada, 2,5 mM MgClz, 0,25 mM de cada uno de los desoxinucleotidos
trifosfato, 5 pmoles de cada uno de los oligonucleé6tidos (directo y reverso) y 1 U de
Taq polimerasa. EI programa de amplificacion fue similar al descripto en el punto

anterior.

70



MATERIALES Y METODOS

5.2. Reaccioén en cadena de la polimerasa con trascriptasa inversa (RT-
PCR)y reaccion en cadenade la polimerasaen tiempo real o cuantitativa (QRT-
PCR).

La sintesis de ADN copia (ADNc) se realiz6 utilizando oligonucledtidos
aleatorios, 2 g de ARN total y 1 U de la retrotranscriptasa Superscript Il Rnase H2
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el ADNCc,
se utilizaron cebadores para amplificar scsA (250 pb), scsB (263 pb) y el gen de
referencia rnpB (169 pb), que fue utilizado como control interno para la
normalizacion (ver Tabla 4) y se procedié a determinar los niveles de estos
transcriptos mediante PCR y gPCR. Las reacciones de qRT-PCR (5 ul de una dilucion
1/10 de cada ADN copia se utiliz6 como molde) se llevaron a cabo en presencia del
colorante SYBR green que se intercala en fragmentos de ADN de doble cadena
(Molecular Probes), y se monitorizaron en tiempo real con el termociclador
Mastercycler® ep realplex Real-time PCR System (Eppendorf). La expresion relativa
se calculé utilizando los valores de ciclo umbral (Ct) obtenidos a partir de cada
muestra de la siguiente manera: expresion relativa = 2-24¢t, siendo ACt = Ctmuestra —
Clcontrol interno Y AACt = ACmuestra — ACtmuestra de referencia (€N donde la muestra es el
transcripto en la condicién en estudio (agregado de metal), el control interno es un
fragmento del gen rnpB y la muestra de referencia corresponde a los transcriptos en
la condicion sin agregado de metal).

En los graficos de barra se muestran los valores en veces de induccion

respecto al cultivo no tratado para cada tiempo.

I11.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

ElI ADN cromosomal, plasmidico y los fragmentos obtenidos por la restriccién
de los mismos y por la reaccion en cadena de la polimerasa fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa de distinta concentracién, segun el
tamafio del fragmento a resolver. Para la corrida electroforética se utilizé el sistema
de tipo submarino (Sambrook, Fritsch, and Maniatis 1989). Se utiliz6 la solucion
tampdn TBE 0,5 X (45 mM Tris base, 45 mM acido bérico y 1 mM EDTA) como
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solucion de electroforesis y para la preparacion de geles. A estos Gltimos se les
agregd bromuro de etidio en una concentracion final de 0,3 pg/ml antes de su
gelificacién. Previo a la siembra, las muestras se mezclaron con solucion de siembra
compuesta por 0,25 % (p/v) azul de bromofenol, 0,25 % (p/v) xilencianol y 30 %
(v/v) glicerol, en una proporcion 5:1 en volumen de muestra:solucion de siembra.
Como marcador de peso molecular se utilizé 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen). Los
geles de agarosa se corrieron a una intensidad de corriente constante de 75 mAy,
unavez finalizada la electroforesis, los fragmentos de ADN se detectaron empleando
un transiluminador de luz UV (FBTIV-88. Fisher Biotech).

6.1. Purificaciéon de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR o luego de la digestién con
enzimas de restriccion fueron purificados a partir de geles de agarosa mediante la
tecnologia de adsorcion provista por el kit comercial GFX (General Electric

Healthcare) siguiendo las indicaciones del proveedor.

I11.7. Digestién de ADN con enzimas de restriccion

Las condiciones de digestién usadas en cada caso fueron las recomendadas
por los proveedores de las endonucleasas de restriccion. Se utilizd
aproximadamente 1 U de enzima por pug de ADN y se incubd la mezcla de digestién
durante 3-16 horas a la temperatura recomendada. Los cortes con enzimas de
restriccion se verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa como se

describe en el punto I11.6.

I11.8. Reacciones de ligacién de fragmentos de ADN

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo en un volumen final de 10 pl,
conteniendo 1 U de ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Fermentas), la solucion de
ligacion comercial 1X y los fragmentos de ADN a ligar (vector e inserto en una
proporcion 1:4, respectivamente). Las reacciones se incubaron toda la noche a

16 °C. Transcurrido este periodo, lamezcla de ligacién fue sometida a diélisis en gota
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contra agua previamente esterilizada, utilizando discos de nitrocelulosa (tamafio de
poro 0,025 um, MILLIPORE) durante 30 minutos.

I11.9. Construccién de plasmidos reporteros

Para generar la fusiones reporteras plasmidicaspMC1871::Pscs box()(en el
cual se reemplazaron dos bases en el sitio de reconocimiento de CpxR) y
pMC1871::Pscs box2 (se deletaron y/o reemplazaron bases dentro y fuera del sitio
de reconocimiento de CpxR) (Tabla 4) que contienen un fragmento de 303 pb del
promotor de scs en fase con el gen que codifica para la enzima 3-Galactosidasa (lacZ)
carente de su propio codén de inicio de la traduccién (codificado en el plasmido).
Brevemente, se realizaron dos PCR utilizando la técnica de megaprimer (apartado
I11.13) para las construcciones Pscs box() y Pscs box2 . En la primera PCR se genero
un fragmento que contiene el sitio de unién a CpxR mutado utilizando los primers
Pscs box® Fw o Pscs box() Fw con PscsA-Rv-(Xmal) (Tabla 4), y el plasmido
pMC1871::Pscs (construccién ya disponible en el laboratorio) como molde (PCRI).
Los productos de estas reacciones se utilizaron en la reacciones de extension del
megaprimer (PCRII) junto con el oligonucledtido PscsA-Fw-(Xmal) y utilizando
como molde el mismo plasmido que anteriormente. Los oligonucleétidos PscsA-Fw-
(Xmal) y PscsA-Rv-(Xmal) llevan en sus extremos 5' un sitio de reconocimiento para
la enzima Xmal, con la que el producto de la PCRII fue tratado para ligarlo en el

plasmido pMC1871 tratado de la misma manera.

I11.10. Preparacion de células competentes

Para la preparacién de células competentes de E. coli o S. Typhimurium se
inocularon 300 ml de medio LB fresco con 3 ml de un cultivo saturado de la bacteria
y se incub6 con agitacion permanente a 37 °C hasta una DOsgonm entre 0,5y 0,8.
Dicho cultivo se enfri6 en hielo durante 20 minutos y se centrifugd a 7000 rpm a 4
°C. El sedimento celular obtenido se lavo dos veces con 500 ml de H>O destilada
estéril friay una vez con 10 ml de 10 % (v/v) glicerol. Finalmente, se resuspendio
en 0,6 ml de 10 % (v/V) glicerol, y se fracciond en tubos estériles, que se guardaron

a -80 °C hasta el momento de su uso.
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I11.11. Transformaciony seleccion

Para la transformacién celular se colocaron 40 pl de la suspension de células
competentes preparadas como se indicd en la seccion anterior en una celda de
electroporacion y se agregaron de 1 a 5 pl del plasmido, mezcla de ligacion o
fragmento de ADN lineal. Se electropor6 la mezcla utilizando un electroporador Bio-
Rad a un voltaje de 2,5 kV. Luego, se agregé 1 ml de medio LB y se incub6 1 hora a
37 °C con agitacion constante. Las células fueron concentradas por centrifugacion y
se sembraron con espatula de Drigalsky en placas de Petri conteniendo LB agar
suplementado con el antibiético adecuado para la seleccion de las bacterias

transformantes.

[11.12. Manipulacion genética

12.1. Construccién de mutantes polares y no polares en Salmonella

En la figura 11 se esquematiza el método empleado para la obtencion de
mutantes polares y no polares en Salmonella desarrollado por Datsenko y
colaboradores y denominada “mutagénesis en un solo paso” (Datsenko y Wanner
2000). Este método se basa en la recombinacion de fragmentos de ADN lineales
mediada por el sistema red del fago A, luego de la transformacién de las células con
ADN lineal. Los fragmentos de ADN lineal se obtuvieron amplificando por PCR un
cassette de resistencia para un antibiotico, cloranfenicol o kanamicina (CmR o0 KmR)
flanqueado por los dos sitios de reconocimiento de la recombinasa especifica FLP
(denominados FRT). Los oligonucleétidos utilizados para esta amplificacion son
disefiados con los extremos 5’ homdélogos al gen a mutar/delecionar y extremos 3’
que hibriden con los sitios FRT de los plasmidos que se utilizan como molde: pKD3
(CmR) o pKD4 (KmR) (Tabla 3). Con estos fragmentos se transformaron células
electrocompetentes de Salmonella 7065/pKD46. El plasmido pKD46 es
termosensible y expresa los genes gam, bet y exo del fago A bajo el control de un

promotor inducible por arabinosa, cuyos productos génicos evitan la degradacion
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del ADN lineal por la nucleasa RecBCD de la bacteria y facilitan la recombinacion de

éste con el cromosoma (Datsenko y Wanner 2000) (Figura 11).

La preparacion de las células electrocompetentes que transportan el
plasmido pKD46 se llevo a cabo de acuerdo a la seccion 111.10 excepto que los
cultivos fueron crecidos a 30°C y con el agregado de 20 mM de arabinosa

(concentracion final).

Laelectroporacion se realiz6 con 5 pl del producto de PCR concentrado (20X)
y desalado. Previo a la seleccion, se incub6 4 horas a 37 °C con agitacion en LB
conteniendo 1 % (p/Vv) glucosa. Se seleccionaron colonias CmRo KmRa 37 °Cy luego
se repicaron a 42 °C para evitar la replicacion del plasmido (pKD46) que, de esta
manera, se pierde. Asi se obtuvieron las cepas mutantes conteniendo la delecion
deseada y una pequefia “cicatriz” de 75 pb que contiene un Unico sitio FRT (Figura
11)

12.2. Construccion de fusiones transcripcionales a lacZY

Latécnicaes similar a la utilizada parala insercidn de cassette de antibioticos.
La diferencia con el caso anterior se encuentra en el plasmido a partir del cual se
amplifica el segmento lineal que va a ser utilizado para transformar las bacterias
competentes. El plasmido pJB20 tiene los sitios FRT flanqueando una copia del gen
lacZ sin su promotor y un cassette de resistencia a cloranfenicol (Beaber, Hochhut, y
Waldor 2002). La amplificacién con los oligonucleétidos largos genera un producto

de aproximadamente 4 kpb.
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Figura 11. Obtencion de mutantes polares y no polares en Salmonella. El esquema muestra la estrategia
descripta por Datsenko y Wanner para la obtencion de mutantes cromosomales (Datsenko y Wanner 2000). A.
Se genera por PCR un fragmento de ADN lineal que contiene el gen de resistencia a Cmo Km (gris) utilizando
como molde al plasmido pKD3 o pKD4, respectivamente. Los oligonucleétidos utilizados hibridan con regiones
idénticas entre estos vectores que flanquean al gen de resistencia y a los sitios FRT (negro). Ademas, estos
cebadores presentan secuencias homalogas a los extremos 5’ 0 3’ del gen o regién que se quiere delecionar
(blanco). B. Se transforma la cepa de Salmonella que transporta el plasmido pKD46 con el fragmento de ADN
lineal obtenido. Estas cepas expresan los genes del sistema de recombinacion A Red presentes en el plasmido
pKD46. C. Se seleccionan aquellas cepas que han intercambiado el gen a delecionar por el gen de resistencia 'y
se confirma la mutacion mediante PCR de colonia. D. Para obtener la mutante no polar se transforma la cepa
con el plasmido pCP20 que expresa el gen de la recombinasa FLP. Esta va a reconocer especificamente los FRT
y escindir el cassette de antibidtico flanqueado por estos sitios (Cherepanov y Wackernagel 1995). Para
confirmar la mutacién no polar se contra seleccionan las colonias sensibles al antibiotico cuya resistencia esta
codificada en el lugar del gen escindido.

12.3. Construccion de fusiones FLAG
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Las fusiones cromosomales a FLAG se realizaron segun la técnica descripta
por Uzzau y colaboradores (Uzzau y col. 2001). Utilizando como molde el plasmido
pSUB11, se amplificé la secuencia codificante para el epitope FLAG seguida del
cassette de resistencia a Km. De la misma forma como se describio en la seccion 12.1
los oligonucledtidos poseen una region 5’ compuesta por 40 nucleétidos homélogos
al sitio donde se pretende insertar el epitope y un extremo 3’ adecuado para
amplificar desde el plasmido pSUB11. Con el producto de PCR se transformaron
células 7065/pKD46. Los oligonucledtidos se disefiaron de tal manera que el epitope
FLAG quede en fase conel marco abierto de lectura a etiquetar, generando una

proteina de fusién en el extremo C-terminal.

I11.13. Mutagénesis dirigida mediante la técnica de megaprimer-PCR

Este método se utilizd6 para la construccion de las cepas reporteras
plasmidicas a pMC1871 (secciodn 111.9). Este método de mutagénesis requiere dos
reacciones de PCR (PCR 1y PCR Il) para obtener las distintas versiones mutantes.
Para estas reacciones se emplearon tres cebadores, dos que son los “flanqueantes”
del fragmento a modificar y un cebador interno “mutador” que es el que contiene la
mutacién que se desea introducir. En la reaccion de PCR | (obtencion del
megaprimer), uno de los primers externos y el primer interno se usan para generar
el megaprimer. Este megaprimer es purificado en gel de agarosa y utilizado junto al
otro primer “flanqueante” en la reaccion de PCR Il (extensién del megaprimer) para
generar el fragmento de ADN completo con la mutacién deseada (Kammann y col.
1989). En las tablas presentadas a continuacion, se detallan los componentes y

programas empleados para realizar las reacciones de PCR 1 y Il (tabla 5).

Tabla 5. Componentes y programas utilizados para la obtencion y extension del megaprimer

Componentes PCR I PCR II

Buffer comercial 10X 10l 10l

50 mM MgS0Oa4 2ul (I mm) 2 ul (2 mM)

100 mM dNTPs 1,2ul (300uM c/u) 1,2ul (300uM c/u)
Oligonucledtido Fw 2 ul (25 pmol) 10 pl megaprimer
Oligonucle6tido Rv 2 pl (25 pmol) 2 pl (25 pmol)

Pfx (2,5 U/ul) 05ul 05ul

Molde ADN gendmico 1pl 1pl
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H20 csp. 100 pl 100 pl
Programa de PCR PCR | PCRIII

1. Desnaturalizacion 4'a94°C 4'a94°C

2. Desnaturalizacion 307 a94°C 1'30”a94°C
3. Hibridacién 307ab55°C 2'a55°C

4. Elongacion 1'a68°C 1'a68°C

5. Repetir pasos2a 4 30 veces 30 veces

6. Elongacidn final 5'a68°C 10'a68°C

I11.14. Transduccién generalizada con el bacteriéfago P22

14.1. Obtencidon de lisado en medio semisoélido

Las mutantes en los diferentes genes de Salmonella descriptas durante esta
Tesis, asi como los plasmidos utilizados durante el trascurso de la misma fueron
movilizados mediante transduccién generalizada con el bacteriéfago P22 cuando
fue necesario. Para ello, se realiz6 un lisado de la cepa dadora, para lo cual se
tomaron 100 pl de un cultivo saturado de esta cepay se lo incub6 con 100 pl de una
dilucién 104 de la suspensién de fagos P22 HT crecidos en la cepa silvestre 14028s.
Luego se agregaron 3 ml de medio LB semisolido fundido a 42 °C, se agitd
vigorosamente y se distribuy6 la mezcla sobre placas de Petri con medio de cultivo
LB solido. Las placas fueron incubadas 5-7 horas a 37 °C hasta observar placas de
lisis de aproximadamente 1 mm de didmetro. Para recolectar el lisado se agregd 5
ml de medio LB liquido a cada placa de Petri y, con la ayuda de una espéatula de
Drigalski, se recogio la mezcla de LB semisdlido, bacterias y fagos. A esta mezcla se
la tratd con 200 ul de cloroformo para completar la lisis celular y se la centrifugd 10
minutos a 8000 rpm. El sobrenadante obtenido, que contiene la suspension de fagos,

se conservo con cloroformo a 4 °C hasta el momento de su uso (Bullas y Ryu 1983).

Debido a que la cepa 7065 posee una mutacion en el gen galE que le impide
sintetizar galactosa, su LPS es distinto al de la cepa silvestre y no es reconocido por
el bacteriofago P22 (Bullas y Ryu 1983). Por lo tanto, para obtener lisados P22 HT
de mutantes derivadas de 7065 se suplementé el medio LB (liquido o semisélido)

con 0,5 % (p/v) glucosay 0,25 % (p/v) galactosa.
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14.2. Obtencién de lisado en medio liquido

Alternativamente a la obtencién de lisados en medio semisoélido, la aplicacion
de esta técnica en medio liquido también permitio la transferencia por transduccion
de plasmidos y mutaciones cromosomales entre cepas de Salmonella, pero con un
mayor titulo final de fagos que el obtenido a través de latécnica descriptaen el punto
14.1. Paraello se centrifugdé 1 ml de cultivo ON (crecido durante toda la noche) de la
cepa dadora correspondiente durante 5 minutos a 5.000 rpm y se resuspendio el
pellet en 5 ml de medio Nutrient Broth (NB), compuesto por 3 g/l de extracto de
carne bovinay 5 g/l de peptona, suplementado con 0,05 ml de Sales E 50 X (10 g/I
MgS04.7H20; 100 g/l Acido citrico.H20; 655 g/l K2HP0O4.3H20; 175 ¢/l
NaNH4HP0O4.4H20 y 3 mg/I CHCI3), 0,05 ml de glucosa 20 % (p/v) y 5.107 ufp/ml
de fago P22 HT. Tras una incubacion de 6 hs a 37 °C sin agitacion, se agregaron 200
ul de cloroformo y se centrifugd durante 10 min a 8.000 rpm. El sobrenadante
obtenido, que contiene la suspension de fagos, se conservé con cloroformo a 4 °C

hasta el momento de su uso.

14.3. Transduccion generalizada

Una alicuota de 100 pul de un cultivo saturado de la cepa receptora se incubd
durante 45 minutos a 37 °C sin agitacion con igual volumen de un lisado de P22 HT
proveniente de la cepa dadora. Para la transduccion del plasmido termosensible
pCP20 se incubd la mezcla durante 45 minutos a 30°C. Se utilizaron como controles
mezclas en las cuales se reemplazaron bacterias o fagos por LB estéril, segin
corresponda. La seleccion de transductantes se realiz6 sembrando el volumen de la
transduccién en placas de Petri con medio LB solido, suplementado con el
antibidtico correspondiente para su seleccibn y 1 mM EGTA para evitar la

reinfeccion de los transductantes por fagos.

I11.15. Ensayos de actividad B-galactosidasa

Para las medidas de actividad (-galactosidasa de cepas portadoras de
distintas fusiones transcripcionales a los genes lacZ, se utiliz6 una modificacién del
protocolo propuesto por Miller (Miller 1972). Se determiné la densidad celular de
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los cultivos midiendo la densidad Optica a 600 nm (DOsoo). Para el ensayo de
actividad se utilizaron 30 pl del cultivo, los cuales fueron agregados a un tubo de
ensayo que contenia 275 ul de solucién reguladora Z (16,1 g/l NaHPO4.7H20; 5,5
g/l NaH:PO4.H20; 0,75 g/1 KCI; 0,246 g/1 MgS04.7H.0; 027 % (v/v) B-
mercaptoetanol), 24 pl de cloroformo y 14 pl de 0,1 % (p/v) SDS. La mezcla se agito
vigorosamente por 10 segundos. La reaccion se llevéd a cabo a 30 °C y se inici6 por el
agregado de 60 pl del reactivo o-nitrofenil-3-D-galactopiranésido (ONPG) 4 mg/ml
a cada tubo, se mezclaron los reactivos y se dej6 a 30°C hasta observar coloracion
amarilla. La reaccién colorimétrica se detuvo por el agregado de 150 pl de 1 M
Na2COs. Se registro el tiempo de reaccion en minutos y se determiné la absorbancia
de las muestras a 405 nm utilizando un lector de microplacas Biotek modelo
ELX808. Cada reaccion se procesd por duplicado y como blanco de reaccién se
utilizé un tubo al que se le agregaron 30 pl de LB en lugar de cultivo bacteriano. La
actividad enzimatica se calcul6 segun la férmula que se describe a continuacion,

D05 + DOZs
ZXD OGOOXA t

Actividadp — galactosidasa(U. Miller) = x1000

donde DO4os! y DO4os? corresponden a la absorbancia registrada para cada
reaccion y su duplicado a la longitud de onda 405 nm; At es el tiempo de reaccién en

minutos y DOsoo la densidad éptica a 600 nm del cultivo liquido.

I11.16. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Las determinaciones de CIM de las diferentes cepas a analizar se realizaron
sembrando 20 pl de una dilucion 5 x 107 en PBS 1X de un cultivo crecido hasta
saturacion en placas de LB agar conteniendo concentraciones crecientes de CuSOa.
Las placas se incubaron a 37°C durante 16 horas en condiciones aer6bicas o
alternativamente durante 72 horas en condiciones anaerdbicas ElI ambiente
anaerobico fue generado utilizando el sistema Gaspak en jarra con bolsas
AnaeroGen de OXOID e indicadores de anaerobiosis de la misma marca para
verificar el consumo total de oxigeno generada. Se consider6 como CIM a la
concentracion de metal en la placa de LB agar en la que no se observé crecimiento

de colonias.
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I11.17. Halos de inhibicion
17.1. Técnica con espatula de Drigalsky

Se sembraron con espatula de Drigalsky en una placa de Petri conteniendo
20 ml LB-agar [1,5 % agar (p/V)], 100 ul de un cultivo saturado, también crecido en
LB. Luego, discos de papel Whatman estériles, de 5 mm de diametro, fueron
embebidos con 5 pl de soluciones de los metales ensayados (ZnClz, CoSO4 y CdCl>),
de concentraciones conocidas, y colocados sobre la placa. Las placas se incubaron
16 hsa 37 °C.

El grado de sensibilidad de cada cepa a los diferentes metales se determiné
en funcion del didmetro de los halos de inhibicién del crecimiento en torno a los

discos. Mayor sensibilidad implica mayor didmetro en el halo de inhibicién.
17.2 Técnica con LB-agar

100 pl de un cultivo saturado se mezclaron con 3 ml de LB-agar [0,7 % agar
(p/Vv)] fundido a 42 °C, el que luego se esparcié homogéneamente sobre una placa
de Petri con 20 ml LB-agar [1,5 % agar (p/Vv)]. Una vez solidificado, se colocaron los

discos de papel Whatman como se describe en la seccion 17.1.

111.18. Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se realizaron en medio rico LB MES 100 mM
ajustado a pH 7,0 en un equipo Biotek modelo Synergy con agitacién constante a
37 °C determinando la DO de los cultivos ensayados. Los ensayos se realizaron en
microplacas de 96 pocillos estériles en un volumen final de 100 pl conteniendo una
diluciébn 1/100 de un cultivo saturado de la cepa a ensayar y distintas
concentraciones finales de CuSOa, ZnCly, citrato férrico, 2,2-dipiridilo (quelante de
hierro) o H202 segun se indica. Se registraron los valores de DO cada una hora
durante 12-16 horas.

I11. 19. Técnicas moleculares de interacciéon ADN/proteina
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19.1. Fosforilacién de oligonucle6tidos

La reaccién de fosforilacion de los oligonucleétidos se llevo a cabo en un
volumen de 15 pl, conteniendo solucion de fosforilacién comercial suplementada
con 45 pCi de [y-32P] ATP (3000 mCi/umol, 10 pCi/pl, New England Nuclear), 15
pmoles del oligonucledtido, y 10 U de T4 polinucleétido quinasa (Promega). Se
incub6 30 minutos a 37 °C, y luego se detuvo la reaccion por inactivacién de la
enzima, calentando la mezcla a 65 °C durante 10 minutos. Se separaron 3 pl del
oligonucledtido marcado para las reacciones de secuenciacion y el resto se utilizo
para amplificar mediante PCR los fragmentos utilizados como sondas: promotores

de cueP y de scsABCD, silvestres o mutantes segun se indique.

19.2. Cuantificacion de ADN marcado radiactivamente

Para cuantificar los fragmentos de ADN utilizados en los ensayos de retardo
de la movilidad electroforética, la secuencia promotora en estudio fue amplificada
con un oligonucledtido marcado radiactivamente y uno no marcado. A su vez, se
realiz6 la misma reaccion de PCR no radiactiva. Este fragmento no radiactivo (de
ahora en adelante, sonda fria) fue cuantificado midiendo absorbancia a 260 nm,
teniendo en cuenta la relacién: 1 UAbs260 = 50 ug/ml. Luego, se sembraron en un
gel de agarosa cantidades conocidas de la sonda fria cuantificada y distintos
volumenes del fragmento marcado (de ahora en adelante, sonda marcada). A partir

de estos geles se estimd la concentracion de la sonda marcada.

19.3. Ensayos de retardo de la movilidad electroforética en geles de

poliacrilamida

La interaccion de las proteinas CueR, CpxR y ARN Polimerasa con la region
promotora de cueP fue analizada mediante la técnica de retardo de la movilidad
electroforética de Lane y colaboradores (Lane, Prentki, y Chandler 1992). Esta
técnica también se utiliz6 para analizar la interaccién de CpxR con el promotor del

locus scs.
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El fragmento de ADN correspondiente a la region promotora fue amplificado
por PCR utilizando los oligonucleétidos Prom cueP Long y cueP prext Rv para
amplificar el promotor silvestre de cueP (utilizando como molde ADN silvestre) y
Prom cueP Long y P1 Rv para amplificar el promotor “constitutivo” de cueP
(utilizando ADN de la cepa cueP::lacZ-CmR constitutivo-PB10009-). El fragmento de
ADN correspondiente al promotor de los genes scsABCDfue amplificado por PCR
utilizando los cebadores PscsA-Fw-(Xmal) y PscsA-Rv-(Xmal). Previamente se
fosforilo el extremo 5" de uno de los oligonucle6tidos con 32P por medio de la

oligonucledtido quinasa T4 (Invitrogen), como se describe en el punto 19.1.

Aproximadamente 6 fmoles (15 ng) de las sondas marcadas PcueP, PcueP
CueR-independiente fueron incubados por 20 minutos a temperatura ambiente con
diferentes cantidades de CueR, CueRci20s, CpxR purificadas y/o ARN Polimerasa
(Epicentre), segun corresponda. Para la sonda Pscsse procedié de lamisma manera,
pero la incubacidon fue con CpxR purificada. Estas mezclas de reaccion se realizaron
en un volumen final de 20 pl, conteniendo ademaés buffer comercial React3
(Invitrogen) 1X, 5 mM DTT, 10 % glicerol, 2,5 pg/ml ADN de esperma de salmoén
(Sigma), 25 pg/ml de albimina sérica bovina (BSA) y 20 mM de acetilfosfato (ACP,
Sigma), utilizado para fosforilar al regulador CpxR (durante 60 minutos a 30°C

previo al agregado de la sonda).

Para el tratamiento con cianuro de potasio (KCN), CueR fue incubada con este
guelante de cobre a una concentracién final de 100 o 300 uM la mezcla de union. El
competidor heparina y los nucledtidos trifosfato (NTPs) se usaron a las
concentraciones finales de 200 pg/ml y 250 uM, respectivamente (Boulanger y
col.2015).

Luego se agreg6 solucién de siembra (0,25 % (p/Vv) azul de bromofenol, 0,25
% (p/v) xilencianol, 30 % (v/v) glicerol) en una proporcién 20:1 v/v de
muestra:solucién y se sembré en geles no desnaturalizantes. Se utiliz6 un gel en
gradiente de sacarosa entre 3-8% (p/v) de acrilamida:bisacrilamida 29:1 para
resolver los complejos sobre el promotor de cueP. Para la sonda Pscs, se utilizaron
geles al 7% (p/v) de acrilamida:bisacrilamida 29:1. Los geles en gradiente se
prepararon utilizando vasos comunicantes en los que se colocaron soluciones al 3%

y 8% de acrilamida:bisacrilamida. Para generar el gradiente, la solucion de
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acrilamida al 8% contiene 10% de sacarosa. Para la preparacion de los geles y como
solucién de corrida se utilizé 25 mM Tris-HCI, 190 mM glicina pH 8,3y 1 mM EDTA.

Las corridas electroforéticas se llevaron a cabo a una intensidad de corriente
de 10 mA por gel. Los geles fueron secados a 80 °C durante 60 minutos en un
desecador de geles con bomba de vacio (SGD 2000 SAVANT). Los experimentos
llevados a cabo con el promotor de cueP fueron luego incubados 24 horas en un
cartucho especifico con una pantalla que capta las emisiones de fésforo que
posteriormente fue escaneada en el analizador Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare
Life Sciences). Para los ensayos con la region promotora del locus scs, luego del
secado fueron incubados con una placa radiogréfica de alta sensibilidad (Kodak)
durante 24 horas a -80°C en un cartucho especifico y posteriormente se realizé el
revelado de las placas radiograficas usando soluciones reveladoras y fijadoras

comerciales (Kodak).

19.4. Ensayos de proteccién a la digestion por ADNasa | o ADN

“footprinting”

La técnica de ADN “footprinting” con ADNasa | esta basada en la proteccion
que brindan las proteinas de unidn al ADN contra la digestion por laADNasa | (Galas
y Schmitz 1978). Esta enzima interacciona con el ADN doble hebra, principalmente
a través de contactos con el surco menor, e introduce un corte en el esqueleto

azucar-fosfato de una de las hebras.

Se realizaron reacciones de unién como se detalla en el punto 19.3 utilizando
CpxR y 6 fmoles de las sondas marcadas Pscsy Pscs box2, segln se indica. Luego de
30 minutos de incubacion a 37 °C, se adicionaron 60 pl de H20 destilada, 10 ul de
solucion 10 X de ADNasa | compuesta por 400 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM MgSO4
y 10 mM CaCl.y 1 U de ADNasa | (RQ1 DNAse, Promega), y se incub6 a 25°C durante
90 segundos. La reaccion se detuvo por el agregado de 90 ul de solucién de corte
conteniendo 20 mM EDTA pH 8,0 y 200 ul de fenol-cloroformo en una proporcion
1:1 en volumen. Se centrifugd a 8000 rpm durante 5 minutos, se separ6 la fase
acuosa, y se precipito con 200 pl de isopropanol y 22 ul de acetato de amonio 3 M.

Se incubd a-20 °C durante 16 horas minutos, se centrifugé a 13000 rpm durante 15
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minutos, se lavé con 70 % (v/v) etanol, y se secé a 37 °C. El precipitado se
resuspendid en 7 ul de solucion de siembra desnaturalizante (10 mM NaOH, 95 %
formamida, 0,05 % azul de bromofenol y 0,05 % de xilencianol) y se sembré en un

gel de secuenciacién como se describe en el punto siguiente.

19.5 Secuenciacién del ADN

La secuenciacién de ADN se realizd utilizando el equipo comercial fmol
(Promega). Este utiliza una modificaciéon del método enzimético (Sanger y col.,
1977), en el que la enzima Taq polimerasa sintetiza una hebra complementaria del
ADN que se desea secuenciar a partir del oligonucle6tido marcado. EI método se
basa en la capacidad de la ADN polimerasa de incorporar 2’,3’-didesoxinucle6tidos
trifosfato, los cuales, al carecer de hidroxilo 3’, impiden que continue la sintesis. Por
lo tanto se realizan cuatro reacciones, cada una en presencia de los cuatro
desoxinucledtidos trifosfato y de un didesoxinucleétido trifosfato. Al finalizar la
reaccion, cada tubo contiene una poblacion de cadenas extendidas, todas con el
mismo extremo 5’ determinado por el cebador, y con extremos 3’ variables, que

terminan en un didesoxinucleotido especifico.

Se utilizé como molde 0,05 pmoles del fragmento de ADN a secuenciary 1.5
pmoles del oligonucledtido marcado con 32P como oligonucleétido y, se siguieron las
instrucciones del fabricante del kit de secuenciacion (Promega). Al finalizar, las
reacciones se mezclaron con solucion de siembra desnaturalizante de composicion
final: 32 % (v/v) formamida, 3 mM NaOH, 0,025 % (p/Vv) azul de bromofenol y 0,025

% (p/v) xilencianol.

La electroforesis se realiz6 en geles de poliacrilamida de concentracion final
6 % (p/v) (acrilamida:bisacrilamida 29:1), en presencia de 6 M urea. Antes de la
siembra, las muestras fueron calentadas a 70 °C durante 3 minutos. Se utiliz6 TBE
1X como solucidn de electroforesis. La corrida electroforética se llevo a cabo a una
potencia constante de 60 vatios durante dos horas, para luego ser incubados con
una placa radiogréafica de alta sensibilidad (Kodak) durante 48 horas a -80°C en un
cartucho especifico. Posteriormente se realizé el revelado de las placas radiogréficas

usando soluciones reveladoras y fijadoras comerciales (Kodak).
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I11.20. Expresion y purificacion de CpxR, de CueR nativa y de CueR mutante
(CueRc120s)

20.1. Purificacién de CueRy de CueRC120S

Las cepas de E. coli XL1-blue pCueR (PB4853) o0 CueRc120s (PB10014) fueron
crecidas en LB suplementado con ampicilina, con agitacion constante a 37 °C hasta
saturacion del cultivo. Luego se diluy6 1/50 en 300 ml de medio fresco y se incubo
a 30 °C hasta DOsoo de 0,6, momento en que se adiciond IPTG hasta una
concentracion final de 0,5 mM y CuSOs a una concentracion final de 1 mM. Las
células se cosecharon por centrifugacién a 5.000 g a 4 °C durante 10 minutos. Luego
se resuspendieron en 10 ml de solucién de sonicacion (50 mM Tris pH 8,0, 2 mM
EDTA,y5mM DTT), y se sometieron a 3 pulsos de 30 segundos cada uno al 35 % de
amplitud empleando un procesador ultrasénico modelo GEX 600 (Sonics y
Materials). El procedimiento se llevé a cabo a 4 °C. Las suspensiones obtenidas se
centrifugaron durante 20 minutos a 20.000 g y luego se realiz6 un corte con sulfato
de amonio 45 %, conservando la fraccion insoluble que fue colectada por
centrifugacion a 20.000 rpm durante 30 minutos. Se resuspendio el pellet obtenido
en la solucion de sonicacién y se desalé mediante una columna de Sephadex G50
(HiTrapTM Desalting, Amersham Pharmacia Biotech) empleando para la corrida la
misma solucion. Posteriormente, se sembro en una columna de heparina (HiTrapTM
Heparin HP 5 ml, Amersham Biosciences) previamente equilibrada con la solucién
de composicion: 20 mM Tris-HCI pH 8,0 y 5 mM DTT. La elucién se realiz6 con la
misma solucién empleada para equilibrar la columna con un gradiente creciente de
NaCl (0-1 M). La fraccion de interés, colectada entre 0,8-0,85 M NacCl, se sembro en
una columna de exclusion molecular Superdex 75 10/300 GL (Amersham
Biosciences). La corrida se realizé con una soluciéon compuesta por 50 mM Tris-HClI
pH 8,0, 250 mM NaCl, y 5 mM DTT. En todos los casos las corridas cromatogréficas
fueron realizadas en el equipo AKTA purifier (Amersham Pharmacia Biotech). Las

fracciones colectadas de la columna que contenian a CueR y a CueRcizos se
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identificaron por analisis en geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomasie.

Se adiciond un equivalente de CuSO4 por monomero de CueR purificada.

20.2. Purificacion de CpxR

Las cepa de E. coli M15 pRep4 pQE32::CpxR-6xHis (PB9721) fue crecida en
LB suplementado con Amp y Km, con agitacién constante a 37 °C hasta saturacion
del cultivo. Luego se realiz6 una dilucion 1/100 del cultivo en 300 ml de medio
fresco. Se incubd a 37 °C hasta alcanzar una DOspo de 0,6, momento en que se
adicioné ITPG hasta una concentracion final de 50 uM. El cultivo se cosech6 por
centrifugacion a 6500 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Luego se resuspendi6 en 15
ml de solucidn de sonicacién (20 mM Tris pH 7,4; 0,5 M NaCl y 5 mM imidazol), y se
sometied a 10 pulsos de sonicacién de 10 segundos cada uno al 15 % de amplitud
empleando un procesador ultrasénico modelo GEX 600 (Sonics y Materials). El
procedimiento se llevé a cabo a 4 °C. La suspension obtenida se centrifug6 durante
20 minutos a 20000 rpm. La fraccion soluble se sembré en una columna de Ni-NTA
(HisTrap™ 5 ml, Amersham Biosciences) previamente equilibrada con la solucién
de sonicacion: 20 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,5 M NaCl y 5 mM imidizol. Luego de launién
de la proteina se realiz6 un lavado de la columna con solucion de lavado (20 mM
Tris-HCI pH 7,4; 0,5 M NaCl y 40 mM imidazol). Finalmente, se eluyo la proteina con
solucién de elucion (20 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,5 M NaCl y 100 mM imidazol). Se
seleccionaron las fracciones de interés mediante analisis en geles de poliacrilamida
tefiidos con azul de Coomasie y se procedio al desalado de las fracciones deseadas
mediante una columna de Sephadex G50 (HiTrap™ Desalting, Amersham Pharmacia
Biotech) previamente equilibrada con buffer de desalado (20 mM Tris-HCI pH 7,4;
50 mM NacCl).

Todas las corridas cromatograficas fueron realizadas en el equipo AKTA

purifier (Amersham Pharmacia Biotech).

I11.21. Determinacion de la concentracién de proteinas

La concentracion de las proteinas purificadas segun los procedimientos
descriptos anteriormente fue determinada midiendo absorbancia a 280 nm en un

87



MATERIALES Y METODOS

espectrofotometro modelo Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech). La férmula

utilizada para el célculo de la concentracion fue la siguiente:

Concentracién = Abszsonm/paso 6ptico de la cubeta x coeficiente de

extincién molar (g)

El coeficiente de extincion molar de una proteina (¢) esté relacionado con la
composicion aminoacidica de la misma, particularmente con la cantidad de residuos
de cisteina (C), triptéfano (W) y tirosina (Y). Los coeficientes de extincion molar para

CueR y CpxR fueron calculados segun la siguiente férmula:
e (M-1cm1) =nW x 5500+ nY x 1490 + nCx 125

Donde “n” es el nimero de cada residuo W, Y y C, y los valores establecidos
para las absortividades molares a 280 nm de triptéfano, tirosina y cisteina,

respectivamente (Gill y von Hippel, 1989).

I11.22. Electroforesis de proteinas

Los lisados celulares de las distintas cepas de Salmonella crecidas en
presencia o ausencia de metales, asi como las fracciones eluidas durante la
purificacion de CueR o CpxR nativas y de CueR mutante, se analizaron mediante
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida. Antes de la siembra, las
muestras se calentaron 3 minutos a 100 °C en solucién de siembra de proteinas,
compuesta por 120 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,5 % (v/v) B-mercaptoetanol, 2 % (v/v)
glicerol, 2 % (p/v) SDS y 0,002 % (p/v) azul de bromofenol. Las corridas
electroforéticas se realizaron en una solucion reguladora 25 mM Tris base, 192 mM
glicinapH 8,3y 0,1 % (p/v) SDS, a una intensidad de corriente constante de 18 mA.
La concentracion de acrilamida utilizada en los geles de separacion fue de 18 %
(p/v) de una solucién de acrilamida/bisacrilamida preparada en una relacién
30:0,8. Luego de la corrida, los geles se tifieron en una solucion de 0,25 % (p/v) azul
brillante de Coomasie R 250, 30 % (v/v isopropanol y 10 % (v/v) &cido acético
durante 2 horas, y se destifieron en una solucion de 25 % (v/v) etanol y 10 % (v/V)

acido acético durante 1 hora.
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I11.23. Transferencia e inmunodeteccion de proteinas en membrana de

nitrocelulosa (Western blot)

La deteccion de la expresion de CueP3xFLAG, PcopACueP3xFLAG, AcpxR
PcopACueP y GroEL (control de carga) a partir de extractos celulares de Salmonella
separados por electroforesis en geles de poliacrilamida como se describe en el punto
21 fueron electro-transferidos a membranas de nitrocelulosa (General Electric
Healthcare) en una cuba de transferencia semi-seca (Trans-blot SD, Bio-Rad). La
transferencia se llevé a cabo con una solucion conteniendo 25 mM Tris, 192 mM
glicina pH 83 y 10 % (v/v) metanol, durante 30 minutos con una intensidad
constante de 300 mA. Una vez terminada la transferencia, la membrana fue
blogueada con una solucién de TBS (20 mM Tris-HCI pH 7,6, 137 mM NaCl)
conteniendo 5 % (p/v) de leche en polvo descremada, durante 60 minutos con
agitacion. Luego se incubod la membrana con una dilucion 1/500 de anticuerpos
policlonales de conejo anti-GroEL o con una dilucion 1/250 de anticuerpos
monoclonales anti-FLAG (Sigma). Una vez finalizada la incubacién, se realizaron 3
lavados de 10 minutos con TBS. Posteriormente, la membrana se incubé durante
una hora con anticuerpo secundario anti-conejo (cuando se utiliz6 como anticuerpo
primario el anticuerpo policlonal anti-GroEL) o anti-raton (en el caso de utilizar
como anticuerpo primario el anticuerpo anti-FLAG) conjugada a fosfatasa alcalina,
diluido 1/3000 en la misma solucién TBS. Para el revelado, se realiz6 un lavado de
10 minutos con TBS y un lavado con una solucién conteniendo 100 mM Tris-HCI pH
9,0, 100 mM NaCl y 5 mM MgCl>. Luego, se colocé la membrana en una solucion de
la misma composicién a la cual se le agreg6é 0,15 mg/ml BCIP y 0,3 mg/ml NBT
disuelto en 70 % N-N-dimetilformamida y se incub6 en oscuridad a temperatura
ambiente hasta desarrollo de color.
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IV. CAPITULO I

CueP es la principal cupro-proteina periplasmatica que protege la envoltura
de Salmonella del estrés por cobre y ademas es requerida para la sobrevida
intracelular de este patdgeno dentro de los macréfagos (Pontel y Soncini 2009;
Osmany col. 2010; Yoon y col. 2014). El gen cueP es especifico de Salmonella y fue
originalmente identificado como parte del regul6n Cue, bajo el control del sensor de

cobre citoplasmatico CueR (Pontel y Soncini 2009).

Durante el desarrollo de su tesis doctoral, el Dr. Lucas Pontel determiné que
la expresion transcripcional de cueP se diferencia del resto de los genes del regulén
CueR. Cuando se analiz6 el perfil de activacién por Cu en funcién del tiempo de los
distintos componentes del regulén Cue, como lo son cueP, cueO y copA, se observé
un retraso temporal en lainduccién de la transcripcion de cueP por el metal respecto
a los otros componentes. La expresion de cueP mostré un descenso en los primeros
120 minutos, y se observé un aumento paulatino durante todo el tiempo en que se
ensayo el cultivo, llegando al méximo de expresién en el cultivo en fase estacionaria
(Tesis Pontel, 2009). Este comportamiento se asemeja a la expresion del locus cus
de E. coli en condiciones de aerobiosis (Thieme y col. 2008), que también alcanza un
maximo de expresion de manera mas tardia en comparacién de copAy cueO (Thieme
y col. 2008). Asimismo, y a diferencia de los otros genes del regulén Cue, se demostré
que lainduccién por cobre de cueP se observa en condiciones neutras (pH 7,0), y no
en condiciones &cidas (pH 5,5) (Tesis Pezza, 2016). Esta regulacién diferencial que
controla o modula la expresién de cueP, condujo al grupo de trabajo al planteo de
nuevos interrogantes en relacion a la posible existencia de més de un modulador

transcripcional de cueP y al rol fisioldgico de este control.

La primera incégnita planteada, fue respondida por Alejandro Pezza durante
su trabajo de tesis doctoral, demostrando que la expresién de cueP inducida por
cobre, depende tanto de CueR como del regulador de respuesta CpxR. Este regulador
de respuesta, perteneciente a uno de los principales sistemas de dos componentes

CpxR/CpxA que monitorea la envoltura celular, activa la transcripcion de cueP y
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determina, junto con CueR, los niveles proteicos de CueP, los cuales estan

incrementados a pH neutro (pH 7) y en presencia de cobre (Tesis Pezza, 2016).

En mi trabajo de Tesis de Doctorado, nos planteamos dilucidar el rol
fisioldgico de esta regulacion coordinada de cueP por parte de CueR y de CpxR/CpxA.
Asimismo, nos propusimos profundizar en el estudio de los mecanismos
regulatorios de la expresion de cueP, analizando aspectos mecanisticos del proceso

de inicio de la transcripcion.

IV.1. La expresion de cueP depende tanto del regulador de respuesta

CpxR como de la quinasa sensora CpxA

En primer lugar evaluamos la contribucion individual de cada regulador
sobre la transcripcion y la induccién mediada por Cu de cueP. En la Figura 12 A se
evidencia que tanto la ausencia de cpxRA como de cueR (AcpxRA AcueR) impidio la
induccion de cueP por cobre a pH 7 y que la sobreexpresion de CpxR o CueR de
manera individual en este entorno, no promovié la expresién de cueP a los niveles
observados en la cepa silvestre, por lo que, tanto el sistema Cpx como asi también el
regulador CueR son requeridos de manera simultanea para la expresion de esta
proteina periplasmaética en respuesta a cobre y a pH neutro, corroborando los

resultados obtenidos por A. Pezza durante su trabajo de tesis.

Como se ha mencionado en la introduccion, CpxR puede afectar la expresién
génica, integrando la sefial de la via Cpx a nivel del citoplasma bacteriano, de manera
independiente de las sefiales de la envoltura celular detectadas por la quinasa
sensora CpxA (De Wulfy col. 1999; DiGiuseppe y Silhavy 2003). Por ejemplo, CpxR
se puede activar de forma independiente de CpxA cuando las células se cultivan en
presencia de un exceso de fuentes de carbono, como glucosay piruvato (Wolfey col.
2008); se postula que esta activacion estd mediada por la via Pta-AckA, que genera
acetil fosfato (AcPi) a partir de acetil-CoA (Wolfey col. 2008). Es por esto que nos
propusimos analizar si la induccién de la expresién de cueP por el metal a pH 7,
depende también de la proteina sensora CpxA. En primer lugar, mediante ensayos
de actividad del reportero lacZ fusionado al promotor de cueP (PcueP), observamos

que la delecion de cpxA disminuye de manera significativa la induccion
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transcripcional de cueP respecto a la cepa silvestre (Figura 12 A). Los niveles de
expresion de cueP en un entorno AcpxA son similares a los observados tanto en un
entorno AcpxR como en un fondo AcueR, indicando que el sistema CpxR/CpxA
intacto es necesario para que, simultaneamente con CueR, se module la activacién
de cueP. Se ha reportado que la sobreexpresion de la lipoproteina NIpE (proteina
accesoria del sistema Cpx) estimula la via Cpx mediante la integracion de la sefial
por parte del dominio periplasmatico de CpxA (Snyder y col. 1995; Suntharalingam
y col. 2003). Para comprobar el requerimiento de CpxA para la activacion
transcripcional de cueP, realizamos medidas de actividad [-galactosidasa,
sobreexpresando NIpE en la cepa que tiene el promotor de cueP CueR-
independiente fusionado al gen lacZ (cueP::lacZ constitutivo/pNLPE). Los cultivos
fueron crecidos en medio rico LB, a pH 5,5 con el agregado de IPTG para producir
niveles elevados de NIpE y se utiliz6 como control positivo la cepa reportera
PcpxP::lacZ, ya que cpxP forma parte del reguldn Cpx (Price y Raivio 2009). Como se
observa en la en la Figura 12 B, la sobreexpresion de NIpE mostré un incremento
significativo en los niveles transcripcionales de cueP respecto a la cepa reportera

con el vector vacio.

Estos resultados nos permiten concluir que la expresion de cueP depende
también de la histidina quinasa CpxA, es decir, de un sistema Cpx intacto. La proteina
sensora es necesaria para coordinar la sefial del estrés de envoltura con la sefial
citoplasmatica detectada por CueR. Asimismo, el descenso de los niveles
transcripcionales de cueP en ausencia CpxA, aun en presencia del regulador de
respuesta CpxR, sugiere que al menos en las condiciones ensayadas, la fosforilacién
y como consecuencia el control génico de cueP por parte de CpxR activo depende de
CpxA y no de otras condiciones que también pueden activar a CpxR (Wolfe y col.
2008).
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Figura 12. La expresion transcripcional de cueP inducida por Cu depende de la activacion de CpxR

cpxP::lacz

por parte de CpxA. (A) Medidas de actividad B-Galactosidasa, Unidades Millers (U. M.), de la fusién
transcripcional reportera PcueP::lacZ (PcueP) en un entorno silvestre como en la cepas mutantesAcpxR,
AcpxA, AcueR y AcpxRA AcueR transformadas con el plasmidopUHE-21-2 (vector), pCUER, pCPXR o pCPXRA
segln se indique. Las células fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en medio LB MES 100 mM
ajustado a pH 7,0 con o sin el agregado de 1 mM CuSOa. Los datos corresponden a valorespromedio de tres
experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar. (B) La sobreexpresion de NIpE induce la transcripcion de cueP desde el promotor
CueR-independiente/CpxR-dependiente. Actividad B-Galactosidasa (U. M.) de la fusién transcripcional
reportera PcueP::lacZ bajo el promotor independiente de CueR (cueP::lacZ constitutivo) expresada en una
cepa transformada con el plasmido pUHE-21-2 (vector) o pNLPE. Los cultivos fueron crecidos a 37°C
durante toda la noche en medio LB MES 100 mM ajustado a pH 5,5 con el agregado de 100 uM de IPTG. La
fusién transcripcional cpxP::lacZ fue utilizada como control positivo. Los datos corresponden a valores
promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error

corresponden a la desviacién estandar.
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Colectivamente, todas estas observaciones demuestran que la transcripcion
de cueP depende de la activacion simultanea del sistema de dos componentes
CpxR/CpxAy de CueR. Esto es, la expresion de cueP requiere tanto de la presencia
del i6bn metalico en el citoplasma, que es detectado por CueR, como asi también del
estrés de envoltura causado por el exceso de cobre, el cual es monitoreado por el

sistema CpxR/CpxA.

Conociendo esto, nos preguntamos cual es el rol fisiolégico de esta co-
regulacidn que restringe la expresién de CueP a bacterias que experimentan un

exceso de cobre que genera estrés en sus envolturas celulares.

IV.2. Rol fisiolégico de la regulaciéon coordinada de cueP

2.1. La regulacion coordinada de cueP es requerida para su rol en la

resistencia a cobre

Como se menciona en la Introduccion, el fenotipo en la resistencia al Cu por
parte de CueP se observa principalmente en ausencia de oxigeno (Pontel y Soncini
2009). Para examinar el impacto de la regulacién de CpxR sobre la expresion de cueP
y en consecuencia, sobre el papel fisioldgico de esta proteina periplasmatica, se
evalué en primer lugar, la resistencia al cobre de una mutante que carece del sitio
de reconocimiento de CpxR en el promotor de cueP (cpxR-box*). Esta mutante
presenta una expresion reducida de cueP de manera similar a las mutante en cueR y
en cpxR, y es CpxR-independiente (Tesis Pezza, 2016). La mutante mostro una
resistencia disminuida al cobre en condiciones anaerobicas, presentando una
concentracion inhibitoria minima (CIM) de 250 uM a cobre en comparacion de la
CIM de la cepa silvestre que fue de 400 mM (Figura 13). La resistencia a cobre de la
mutante en la caja de reconocimiento de CpxR fue similar a la observada para la cepa
mutante AcueP (200 uM), lo que indica que la activacion de cueP por CpxR es esencial
para laresistenciaal cobre en anaerobiosis mediada porCueP. La mutante AcpxR que

carece del regulador de respuesta, mostré una marcada sensibilidad al i6n metalico
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en condiciones de anaerobiosis (100 pM) (Figura 13). Esto sugiere que otros
factores que estan bajo el control de CpxR estarian involucrados en la resistencia al
cobre de Salmonella Typhimurium, ademés de CueP. Esto es similar alo previamente
reportado En E. coli, donde una mutante AcpxRA presenta una mayor sensibilidad a
cobre respecto a la cepa silvestre en condiciones de aerobiosis (Yamamoto y
Ishihama 2006). Todo esto indica que, tanto en E. coli como en Salmonella

Typhimurium, el regulon Cpx juega un rol primordial en la tolerancia a cobre.

[CuSO4] (M)
(9 100 200 250 300 400 CIM(uM)

Silvestre

AcueP

e -

Figura 13. La regulacion coordinada de cueP es requerida para su rol en la resistencia a cobre en
anaerobios. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM) de Cu en anaerobiosis. Se
muestran imagenes representativas de colonias de las cepas silvestre y mutantes AcueP, cpxR-box*, PcopAy
AcpxR. Las células fueron crecidas en placas de LB agar con el agregado de cantidades crecientes de CuSOs

durante 72 horas a 37°C en una jarra de anaerobiosis .

2.2. La co-regulacion de la expresion de CueP garantiza el crecimiento
optimo de SalmonellaTyphimurim en aerobiosis y en condiciones de estrés

oxidativo

Como ya hemos mencionado anteriormente, cueP forma parte de los
regulones Cue y Cpx y codifica para una proteina que le brinda a Salmonella
resistencia a Cu (Pontel y Soncini 2009). CueR promueve la transcripcion de cueP en
presencia del ion metalico en el citoplasma. Es probable que las sefiales detectadas
en ambos compartimentos, en el citoplasma y en la envoltura bacteriana, por CueR
y por CpxR/CpxA, respectivamente, se integren para garantizar el suministro de

CueP al periplasma sélo en presencia del estrés por el metal en este compartimento.
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Por lo que, una de las hipotesis planteadas es que la regulacion coordinada de cueP,
ademas de permitir su expresion en la condicion recién mencionada, evita que cueP
Se exprese en situaciones no requeridas, particularmente en aquellas en las que la
presencia de esta proteina puede ser desventajosa. En este sentido, como CueP es la
principal cuproproteina periplasmatica, su expresion descontrolada o desregulada
podria impedir el suministro de cobre como cofactor de otras proteinas de la
envoltura, afectando el crecimiento, particularmente en condiciones en las cuales el

contenido del metal es bajo.

Se evaluo el efecto de la falta de control por parte del sistema Cpx sobre los
niveles proteicos de CueP y sobre el crecimiento bacteriano. Para esto se construyé
una cepa mutante en la quese reemplazo el promotor nativo de cueP por el de copA
(PcopA) (Tesis Pezza, 2016). En esta cepa, la expresion de cueP depende de CueR
pero es independientede CpxR. Como se observa en la Figura 14 (A y B), la
produccion de CueP a partir del promotor de copA comienza mas tempranamente y
alcanza niveles mas altos respecto a sintesis de CueP en la cepa silvestre. Niveles de
expresion similares de CueP se observaron tanto en la cepa PcopA como en la AcpxR
PcopA (Figura 14 Ay 14 B), corroborando que la produccién de CueP desde el
promotor de copA no depende de CpxR.
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Figura 14. Deteccion y cuantificacion de la expresion de la proteina CueP controlada por el promotor
de copA (PcopA). (A) Analisis de la expresion de CueP por Western blot utilizando anticuerpos monoclonales
anti-FLAG. Se sembraron 20 pug de extractos proteicos totalescrudos obtenidos de las cepas cueP-3XFLAG
(silvestre), mutante PcopA-cueP-3XFLAG (PcopA) y de la cepa PcopA-cueP-3XFLAG en un entorno AcpxR
(AcpxR PcopA). Las células fueron crecidas a 37°C durante los tiempos indicados, en medio LB con (Cu) o sin
(-) el agregado de 1 mM CuS0O4. (B) La intensidad de las bandas en las membranas fue cuantificada con un
software y relativizada a GroEL como control de carga. El grafico de barras muestra el promedio de tres
réplicas y las barras de error corresponden al desvio estandar. GroEL fue detectada utilizando anticuerpos

policlonales anti-GroEL.

Adiferenciade lo que ocurre desde el promotor de copA, la expresion de CueP
desde su promotor nativo se induce por Cu a partir de las tres horas de exposicion
al metal, alcanzando un maximo entre las cinco y doce horas, es decir, durante la fase
exponencial tardia y estacionaria de la curva de crecimiento. En esas fases de
crecimiento se observa una diferencia marcada entre la ausencia y presencia de
cobre exdgeno (Fig. 14). Partiendo de que CueP es importante para la resistencia a
cobre bajo anaerobiosis pero dispensable en presencia de oxigeno (Pontel y Soncini

2009) y que su expresion es mas baja en fase de crecimiento exponencial temprana
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(Fig. 14), se examin0 si su expresion desregulada podria afectar el crecimiento en
diferentes condiciones ambientales. Analizamos y comparamos el crecimiento de la
cepa que expresa cueP bajo su promotor nativo (silvestre) con el de la cepa que
expresa cueP bajo control del promotor de copA (PcopA) en condiciones de
microaerobiosis; en aerobiosis y bajo estrés oxidativo, como por ejemplo el
agregado de H202 exdgeno. Estos experimentos se hicieron en presencia de una
concentracion subletal de 1 mM CuSO4 para inducir la expresiéon de cueP bajo el
promotor de copA. Analizamos también la curva de crecimiento en aerobiosis y en
presencia de H202 de una cepa transformada con un plasmido que expresa niveles
elevados de CueP, mayores aun que los producidos por la cepa PcopA. A su vez,
durante el crecimiento en microaerobiosis y en presencia de 2,5 mM de H20,

también evaluamos el crecimiento en ausencia de cobre exdgeno.

En un ambiente microaerofilico, esto es, condiciones de crecimiento estatico,
en medio rico LB (sin y con 1 mM CuSO4), no se detectaron diferencias en el
crecimiento entre las cepas silvestre y PcopA (Figura 15), por lo que la falta de
control de cueP por parte de CpxR no afecta el crecimiento cuando el oxigeno es
limitado. Respecto a la ausencia total de oxigeno, se intenté comparar el crecimiento
de lacepasilvestre y de la cepa PcopA, mediante el seguimiento de ladensidad 6ptica
de cultivos liquidos en funcion del tiempo haciendo uso de una cabina de
anaerobiosis, pero los valores obtenidos de manera manual no nos permitieron
realizar una curva de crecimiento; se alcanz6 una DOeoo nm de 0,6 a las 4 horas de
iniciado el cultivo, y esta DO se mantuvo estable y no vari6 durante los
siguientestresdias. Sin embargo, evaluamos el efecto de la cepa que expresa a CueP
de manera independiente de CpxR (PcopA) en la resistencia a cobre en anaerobiosis
en medio solido (Figura 13). Como era de esperar debido al papel ya demostrado de
CueP en la tolerancia al metal, la cepa PcopA mostré una resistencia a cobre
ligeramente mayor que la cepa silvestreen estas condiciones (CIM de 450 pM versus

400 puM).
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Figura 15. La desregulacion de la expresion de cueP respecto a CpxR no afecta el crecimiento en
condiciones de microaerobiosis. Curvas de crecimiento donde se determina la DOsoonm de los cultivos a los
tiempos indicados tanto para la cepa silvestre como para una cepa mutante que expresa cueP bajo el
promotor de copA (PcopA). Los cultivos fueron crecidos en medio rico LB en condiciones estaticas sin o con
el agregado de una concentracion subletal de 1 mM de CuSOa. Los datos corresponden a valores promedio

de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar.

Por el contrario, en aerobiosis y con una concentracion subletal de cobre (1
mM CuS0a4) la cepa PcopA, que expresa CueP sin el control de CpxR, present6 un
retardo en el inicio de la fase exponencial a diferencia de la cepassilvestre (Figura 16
A). De manera similar, la cepa que expresa CueP desde un plasmido de alto nUmero
de copia (pCUEP), mostré el mismo retraso en el comienzo del crecimiento que la
cepa PcopA (Figura 16 A). Es mas, bajo condiciones de estrés oxidativo generadas
por el agregado de perdxido de hidrogeno exdgeno, la extension de la fase lag de
crecimiento presentado por la cepa PcopA fue mas marcado, y de hecho no se
observd crecimiento en presencia de 5 mM H20, a diferencia dela cepa silvestre
(Figura16 By C). Lacepa que expresa a CueP desde el plasmido pCUEP, no fue capaz
de crecer en presencia de 5 mM de H202 (Figura 16 B y C), y con 2,5 mM de H.0>
presentd un defecto mayor que la cepa PcopA (Figura 16 B), lo que sugiere una
asociacion directa entre los niveles incrementados de CueP y los defectos en el

crecimiento de las bacterias en ciertas condiciones ambientales.
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Figura 16. La coregulacion de la expresion de CueP garantiza el crecimiento 6ptimo de Salmonella
Typhimurim en aerobiosis y en condiciones de estrés oxidativo. (A-C) Curvas de crecimiento donde se
determina la DOsoonm de los cultivos a los tiempos indicados tanto para la cepa silvestre que contiene el
plasmido de expresion pUH vacio (Silvestre Cu), como para una cepa mutante que expresa cueP bajo el
promotor de copA (PcopA Cu) que lleva también el mismo plasmido vacio y para una cepa que expresa CueP
desde el pUH (pCUEP Cu). Los cultivos fueron crecidos en medio rico LB en condiciones de agitacion y en
aerobiosis, con el agregado de una concentracién subletal de 1 mM de CuSQO4. Asimismo fueron expuestos a 0
(A), 25 (B) y 5 mM (C) de H202 exdgeno. Los datos corresponden a valores promedio de tres experimentos
independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la desviacién estandar.

Durante el desarrollo de su tesis doctoral, Alejandro Pezza evalué el
crecimiento a distintas concentraciones de Cu entre las cepas silvestre y PcopAy no
observo diferencias significativas en las curvas de crecimiento al aumentar la
concentracion del metal. Una de las hip6tesis era que quizas las diferencias en los
niveles de CueP podrian generar desbalances en el metalado de diversos
componentes periplasmaticos, como por ejemplo en las enzimas Cu-Zn superoxido
dismutasas SodCll (Osman y col. 2013). En adicion a esto, se ha demostrado que
CueP puede unir Cu y que una mutante AcueP acumula cobre en el periplasma,
siendo CueP la principal cupro-proteina de este compartimento (Osmany col. 2010).
Asimismo, se ha reportado en E. colique el cobre puede proteger a las células que
acumulan el metal y que se enfrentan a un estrés oxidativo generado por peroxido

de hidrogeno exégeno (Macomber y col. 2007), ya que bloquearia el dafio oxidativo
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generado por el hierro y el H.0,, aunque no se ha demostrado el mecanismo de esa
proteccion.

Todo esto sumado a nuestras observaciones que en condiciones de estrés
oxidativo, niveles descontrolados de CueP afectan el crecimiento 6ptimo de las
células, sobre todo en etapas tempranas donde naturalmente no se induce la
expresion de CueP, nos permite postular que el dafio se debe al secuestro del cobre,
necesario como cofactor para ciertas enzimas o factores que participen en la defensa
anti oxidativao que es requerido también para bloquear el dafio oxidativo generado
por el hierro y el peréxido de hidrogeno. En este sentido, observamos que el
crecimiento de la cepa que expresa cueP bajo el control del promotor de copA, frente
a 2,5 mM H.0,, mostré una fase lag méas prolongada que la observada durante el
crecimiento en presencia simultanea de peroxido de hidrégeno y de 1 mM CuSO4
(Figura 17, comparar simbolo cuadrado de color negro con circulo negro). Asi, el
agregado de concentraciones subletalesde cobre exdgeno podria restablecer el
balance que se pierde al estar CueP expresada de manera descontrolada en
condiciones no requeridas que pueden convertirse en desfavorables para el

crecimiento de la bacteria.

Silvestre
2,5 mM H,0, <= &
’ —@— PcopACu
2 =1~ Silvestre
§1,5 —— PcopA
] 1
0,5
0
0 5 10 15
Tiempo (h)

Figura 17. El cobre restablece el balance que se pierde al estar CueP expresada de manera
descontrolada en condiciones de estrés oxidativo. Curvas de crecimiento donde se determina la DOsoonm
(DO) de los cultivos a los tiempos indicados para la cepa silvestre (cuadrado vacio) y para la mutante que
expresa cueP desde el promotor de copA (PcopA) (cuadrado color negro) en presencia de 2,5 mM de H202. Seguin
se indica para la cepa silvestre y para PcopA, circulo vacio y circulo negro, respectivamente, también se evalud
el crecimiento en presencia de 2,5 mM H202 y de una concentracion de 1 mM CuSOa. Los datos corresponden a
valores promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error
corresponden a la desviacion estandar.
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Nuestros resultados indican que es necesario un control transcripcional
estricto de cueP tanto para permitir su expresién bajo estrés por cobre en la
envoltura celular como asi también para evitar su presencia en situaciones donde
no se la requiere. Por lo que la desregulacién de cueP direccionada a una
incrementada presencia de CueP en todo momento del crecimiento de la bacteria,
sobre todo en fases tempranas, no es favorable para el fitness de la bacteria, definido
como la capacidad bacteriana de sobrevivir y replicarse, principalmente durante el
crecimiento bajo estrés oxidativo. Asi, toma relevancia el control estricto de la
expresion de CueP que se logra gracias a la accion coordinada de dos reguladores,

CueR y CpxR/CpxA que detectan diferentes estimulos en compartimentos distintos.

IV.3. Regulacién del inicio de la transcripcion de cueP

3.1. Lainteraccion productiva de la ARN Polimerasa con el promotor de

cueP requiere tanto de CpxR fosforilado como de CueR activado por cobre

Se corroboré que ambos reguladores son necesarios para la interaccion de la
ARN polimerasa (ARNP) con el promotor de cueP mediante ensayos de proteccion
frente a la ADNasa I, ya que cuando se incubd Unicamente la ARNP con la region
promotora de cueP no se observo ninguna proteccion contra la digestion con
ADNasa |, y la adicién de la ARNP con CueR-Cu o CpxR fosforilado (CpxR~P) no
extendid la region protegida ya generada por ellos mismos. Sélo la incubacion
simultanea de los tres factores produjo una extension de la region protegida hacia

el sitio de inicio de la transcripcion (Tesis Pezza, 2016).

Los reguladores de tipo MerR actian como homodimeros, interaccionando
conoperadores en regiones promotoras blanco de la subunidad ¢7° de la ARNP en
bacterias Gram negativas (Newberry y Brennan 2004). Pueden ejercer una funcién
dual, actuando como activadores o represores, mientraspermanecen unidos al
mismo sitio del ADN (Outten y col. 1999; Brown y col. 2003). En ausencia del
inductor, el regulador (apo-MerR) permaneceunido a la region promotora
secuestrando la ARNP en un complejo cerrado. Como la unién del dimero de MerR

curva el ADN, la subunidad a de la polimerasa unida al elemento -35, no
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interacciona productivamente con el elemento —-10, impidiéndose asi el inicio de la
transcripcion (Ansari y col. 1992; Heldwein y Brennan 2001). La unién del efector
provocaria un cambio conformacional en el regulador, que resulta enla relajacién y
el desenrollamiento del ADN en la secuencia operadora. La consecuencia de esto
seria el reacomodamiento en las cajas —10 y —35 que quedan en una orientacion
adecuada para ser reconocidas por la ARN polimerasa, formandose el complejo

abierto, permitiendo asi el inicio de la transcripcion (Heldwein y Brennan 2001).

Por su parte, el otro regulador en estudio, CpxR~P es capaz de activar la
transcripcion tanto de promotores reconocidos por las subunidades 670 (ppiA, dsbA)
y of (degP) de la holoenzima ARNP (Pogliano y col. 1997), posiblemente
interaccionando con el dominio C-terminal de la subunidad a (a-CTD) o con un
dominio de la subunidad 67% una vez unido a un sitio especifico en el ADN blanco

(Pogliano y col. 1997; Brooks y Buchanan 2008).

Nuestros ensayos in vitro nos permiten concluir que tanto CueR-Cu como
CpxR~P son necesarios para la interaccién productiva de la ARNP con la region

promotora de cueP.

Regién protegida por CpxR
57 _CCAGCATAA ATTA CCTGCGTCCCTTT
37 -GGTCGTATT TAAT GGACGCAGGGAAA
-35 -10 ';1
GACCTTTCCCTTAGGGGAACCCCTATAGTAGGCAGGGAG-3”

CTGGAAAGGGAATCCCCTTGGGGATATCATCCGTCCCTC-5"
Region protegida por CueR

Figura 18. Sitios de unién de CueRy CpxR en la regién promotora de cueP, determinados por ensayos
de proteccion a la ADNasa I. Secuencia de ADN de la regién promotora de cueP en la que se muestran las
regiones protegidas tanto por CpxR como por CueR. Las lineas por encima y por debajo de la secuencia
indican las regiones protegidas de la digestion por la ADNasa | y en cada hebra la secuencia protegida se
muestra en negrita. El sitio de reconocimiento de CpxR se resalta con un recuadro gris y el operador de CueR
en letra color gris. Adaptado Tesis Pezza, 2016.

Se llevaron a cabo diversos ensayos de retardo de la movilidad
electroforética (EMSA) para identificar la naturaleza de los complejos formados

entre la ARNP, CueR y CpxR sobre el promotor de cueP.
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Se utilizé cianuro de potasio (KCN) para eliminar el cobre unido a CueR-Cu
(Changela y col. 2003), y de esta manera dilucidar si es requerida la forma holo de
CueR (CueR-Cu) para, conjuntamente con CpxR~P, promover la formacién de
complejos transcripcionalmente activos para modular la expresion de cueP.
Asimismo, se empled la proteina mutante CueRcizos, construida en nuestro
laboratorio, incapaz de unir cationes monovalentes (Ibafiez y col. 2015). Estos dos
abordajes nos permitieron analizar cémo el metaloregulador CueR, en sus dos

estados apo- y holo-CueR, afecta junto con CpxR~P la transcripcion de cueP.

Ademas, los experimentos se realizaron en ausencia y en presencia de una
mezcla de nucleétidos trisfosfato (NTPs), de manera de evaluar la formacion de
complejos de iniciaciébn y asi estudiar otro punto clave de la regulacion
transcripcional. Al suministrar NTPs a los complejos formados entre la ARNP, CueR
(en sus dos formas, -apo y -holo) y CpxR (en sus dos estados, fosforilada y no
fosforilada) sobre el promotor de cueP, analizamos la competencia de los complejos

formados a transitar 0 no a especies productivas para iniciar la transcripcion.

También se utilizé el competidor polianiénico heparina, de manera tal de
evaluar la naturaleza de las especies observadas. Los complejos cerrados son
inestablesy se disocian cuando se los incuba con heparina; en cambio, los complejos
en su forma activa (abiertos) son estables al tratamiento con este competidor (Ross

y Gourse 2009; Boulanger y col. 2015).

3.2. La formacion de complejos estables y productivos requiere de la

interaccion ARNP/CueR-Cu/ CpxR~P con el promotor de cueP

Como se observa en la segunda calle de la Figura 19 Ay B, y en la primera
calle de laFigura 21, laincubacion de la ARNP con el fragmento de ADN conteniendo
el promotor de cueP produjo bandas muy leves de retardo en la migracion
electroforética (zona 3 de la figuras), indicando que, en ausencia de CueR y/o CpxR,
la ARNP interacciona débilmente con la sonda de cueP. Este complejo formado es
probablemente inactivo e inestable, ya que como se demostré en los ensayos de
proteccion a la ADNasal (Tesis Pezza, 2016), no se observa ninguna proteccion

cuando Unicamente esta presente la ARNP con PcueP. El agregado conjunto de
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CpxR~Py ARNP con lasonda de ADN (Figura 19 A, calle 6), incremento la intensidad
de estas bandas retardadas; esto no ocurrié con el agregado conjunto de CueR-Cu y
ARNP (Fig. 19 A, calle 5). Estos resultados sugieren que CpxR es responsable del
reclutamiento de la ARNP a la regién promotora de cueP, mientras que CueR no
estaria involucrado en este proceso. La adicion simultanea de los tres factores
(CueR-Cu, CpxR~P y ARNP) aumento la intensidad de una banda de baja movilidad
(Fig. 19 A, flecha en calle 7), con la desaparicién de la sonda libre. Esta banda bien
definida, apenas mas retardada que los complejos que le dan origen, corresponde a
un complejo transcripcionalmente activo ya que la adicion de NTPs gener6 un
complejo de iniciacion de mayor migracion electroforética (Fig. 19, estrella en calle
9). Este complejo es ademas estable frente al agregado de heparina (Figura 19 C),
indicando que se trata del complejo abierto, a diferencia de los complejos formados
entre CpxR~P y el ADN que se disocian por el tratamiento con heparina, y en

consecuencia conforman complejos cerrados (Figura 19 C).

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CueRCu - - + - + - + + + +
CpxRP - - - -+ + + + +
ARNP - - - + + + + + +
NTPs - - - - - - - - + +
KCN T R

3[ kil 3
2> ~ SN A NN
1> ~v -~
ADN > "= —
Sonda PcueP
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NTPs - - - - - - - - + +
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Figura 19. La interaccion productiva de la ARNP con el promotor de cueP requiere de CpxR~P y del
regulador CueR en su forma activada por Cu (CueR-Cu). (A-D) Andlisis de retardo de la movilidad
electroforética llevado a cabo utilizando 6 fmol del fragmento amplificado por PCR de la regién promotora
de cueP silvestre marcado en el extremo 3" con 32P con el agregado de 0,5 pM de CueR-Cu purificada (pre-
tratada con KCN o no, segun se indique) o 0,5 uM CueRciz0s, 1uM de CpxR~P (pre-incubada con acetil
fosfato), 0,2 uM de ARNP y con 250 uM de una mezcla de NTPs (GTP, ATP y UTP), seguin se indica. (A y B)
ADN representa el fragmento de PCR sin retardo, 1 y 2 son los fragmentos retardados por CueR-Cu o
CueRc120s y por CpxR~P, respectivamente. 3 muestra los complejos de baja intensidad més retardados que
1y 2. Laflecha negra indica los super-retardos (complejos abiertos) de mayor intensidad, observados por
la presencia de CpxR~P, CueR-Cuy la ARNP. La estrella indica los complejos de iniciacion, observados
Unicamente por la interaccion CpxR~P/CueR-Cu/ARNP y los NTPs. (C) Los complejos CueR-Cu/CpxR~P/
ARNP con el promotor de cueP son resistentes al tratamiento con el competidor heparina. El complejo
abierto formado por los tres factores sobre el promotor de cueP fue enfrentado a una concentracion final de
heparina 200 pg/ml durante 5 y 10 minutos, segun se indica, antes de sembrar las muestras para su corrida
electroforética. Estos complejos abiertos son resistentes al tratamiento con heparina, indicados con una
flecha negra. En cambio, los complejos inestables se disrumpen, sobre todo a los 10 minutos de tratamiento,
flecha gris que se evidencia también con una mayor intensidad en la sonda libre (calle 8). (D) Control de que
el KCN no afecta los complejos formados entre CueR-Cu /ADN y CpxR~P/ADN. Estos complejos se trataron
con 100 (+) y 300 uM (++) de KCN durante 30 minutos, segin se indica. 1 y 2 indica los fragmentos
retardados por CueR-Cu y por CpxR~P, respectivamente.

Como se observa al comparar entre las calles 7y 8,9 y 10 de la Figura 19 A,
CueR activado por cobre (CueR-Cu) es requerido para la interaccién productiva de
la ARN polimerasa con PcueP, ya que la presencia de cianuro de potasio (KCN)
disminuyd la formacion de los complejos abiertos (comparar las calles 7 y 8 de la
figura 19 A) y de iniciacion (comparar las calles 9 y 10 de la figura 19 A) mientras
que no afecto la interaccion de CueR o CpxR al fragmento de ADN (Figura 19 D).
Asimismo, al utilizar la proteina mutante, CueRc120s, que no une Cu (Ibafiez y col.
2015), se produjo un retardo de la sonda similar al del regulador CueR de tipo
silvestre. Sin embargo fue incapaz de generar los complejos abierto o de iniciacion
(Figura 19 B, calles 8 y 10). Los resultados anteriores sugieren fuertemente que
CpxR~P es necesario para la formacion de complejos estables activos
transcripcionalmente con la ARNP, mientras que CueR-Cu, como un tipico regulador
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de tipo MerR, facilita la orientacién apropiada de los elementos -35 y -10. En un
promotor dependiente de CueR, estos elementos se separan por 19 pb, una distancia
mayor que lade 17 = 1 pb presente en un promotor ¢7° tipico. La distorsion del ADN
por CueR activado porcobre es necesaria para el reconocimiento del promotor por
parte de la ARN polimerasa (Philips y col. 2015). En el promotor de cueP, la

distorsion del ADN puede ser necesaria pero no suficiente para su transcripcion.

3.3. Las interacciones activas y productivas de la ARNP con el promotor

Optimo de cueP requieren Unicamente de CpxR~P

Para que se forme el complejo de inicio de la transcripcién, es necesario que
CueR-Cu acomode las cajas -35y -10, que en estos promotores estan separadas por

19 pb, permitiendo la interaccion productiva de la ARNP con el promotor de cueP.

A
-35 -10 >
Silvestre TTTGACCTTTCCCTTAGGGGAACCCCTATAGTAGGCAGGG
PcueP independiente de CueR 35 i:'. 19pb -10 +}9
TTTGACCTCCCTTAGGGGAACCCCTATAGTAGGCAGGG..
17'pb
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Sonda PcueP CueR-independiente

Figura 20. CueR facilita la orientacion espacial de los elementos del promotor de cueP, condicion
necesaria pero no suficiente para la formacion de un complejo de iniciacion de la transcripcion. (A)
Secuencia de ADN de la region promotora de cueP silvestre e “independiente de CueR”. Las dos bases (TT)
delecionadas dentro del espaciamiento entre los elementos -10 y -35 estan marcadas en negrita y
subrayadas. Se indican lascajas -10 y -35 (con lineas solidas y en negrita) y el sitio de inicio de la transcripcion
(+1 y flecha). (B) Analisis de retardo de la movilidad electroforética llevado a cabo utilizando 6 fmol del
fragmento amplificado por PCR de la region promotora de cueP «independiente de CueR» marcado en el
extremo 3’ con 32P con el agregado de 0,5 uM de CpxR purificada y preincubada con acetil fosfato, y con 0,2uM
de ARNP, seguin se indica. ADN indica el fragmento de PCR sin retardo, 2 es el fragmento retardado por CpxR.
La flecha negra indica los super-retardos (complejos abiertos) observados por la presencia de Unicamente
CpxR~P y la ARNP sobre el promotor de cueP CueR-independiente. La estrella indica el complejo de
iniciacion, observado Gnicamente por la interaccion CpxR~P y la ARNP mas el agregado de los NTPs, con la
sonda PcueP CueR-independiente.

La delecion de 2 pb entre las cajas -35 y -10 genera un promotor con un
distanciamiento 6ptimo de 17 pb (Figura 20 A) que no requiere de CueR para su
transcripcion. De hecho, la expresion de cueP desde este promotor mutado es
maxima e independiente de CueR. Sin embargo, este promotor requiere de la

activacion por CpxR (Tesis Pezza, 2016).

Mediante analisis de retardo de la movilidad electroforética usando como
sonda de ADN la region del promotor independiente de CueR observamos que los
complejos activos que transitan a complejos de iniciacion requieren Unicamente de
la interaccion ARNP y CpxR~P sobre este promotor (Gltima calle Figura 20 B),
demostrando que CpxR~P es esencial para el reclutamiento de la RNAP sobre el

promotor de cueP para iniciar su transcripcion.

De los resultados de estas dos Ultimas secciones podemos postular que la
activacion de la via de sefializacion Cpx causada por un estrés de la envoltura,
promueve el reclutamiento de la ARNP en la region promotora de cueP. Sin embargo,
estos complejos cerrados sobre el promotor de cueP no transitan a complejos

abiertos y de iniciacion debido a la conformacion espacial desfavorable de los

112



CAPITULO |

elementos del promotor -10 y -35. La activacién de CueR por presencia de Cu en el
citoplasma, re orienta estos elementos pero la transcripcion no se inicia debido a
que la ARNP no es reclutada por este activador transcripcional tipo MerR.
Unicamente la activacion simultanea de CpxR y CueR promueve la interaccion
productiva de la ARNP con el promotor de cueP, permitiendo la formacion de

complejos activos y de inicio de la transcripcion.

Esto puede explicarse por la naturaleza (o identidad) de CueR,
metaloregulador de la familia MerR que responde a cobre. Como se ha mencionado
en la Introduccion, CueR regula tanto a cueO como a copA, cuyos productos ayudan
a eliminar el cobre de la célula bacteriana. Recientemente, se ha demostrado que la
ARNP puede formar dos tipos de complejos sobre el promotor suboptimo de copA:
un complejo cerrado “sin salida”y un complejo abierto (Martell y col. 2015),
constituyendo una via mecanistica ramificada para la iniciacion de la transcripcion,
a diferencia de la prevalente via lineal para las interacciones de la ARNP con los
promotores Optimos. Capitalizando esta via ramificada, en la forma apo-CueR
(represor) se refuerza el dominio del complejo cerrado “sin salida” para reprimir la
transcripcion. En cambio, en su estado holo-CueR (activador), las interacciones se
desplazan a la formacién del complejo abierto para promover la transcripcion. Asi,
un promotor regulado por CueR, activador transcripcional que trabaja por
mecanismos conformacionales y no por reclutamiento de la ARNP, sélo requiere al
metaloregulador ya que sus cajas -35 y -10 no presentan la separacion 6ptima. Si se
anula esta distancia subdptima, la transcripcion de los genes regulados Gnicamente
por CueR seria activa sin necesidad de que participe este regulador. En la Figura 20
se demuestra que CueR no es esencial para el reclutamiento de la ARNP sobre el
promotor 6ptimo de cueP. Sobre este promotor so6lo se requiere la presencia de
CpxR para la interaccién completa yproductiva de la ARNP (Fig. 20) que promueve

el inicio de la transcripcion de cueP.

3.4. El complejo de iniciacién es estable al tratamiento con heparina

En el promotor de cueP, la adicion de GTP, ATP y UTP permite la sintesis de

un transcripto de 9 nucleotidos antes de que se requiera la adicion del cuarto
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nucleodtido CTP. Como ya se ha mencionado, la interaccion de la ARNP con CpxR~P
y con CueR-Cu, no asi con apo-CueR o0 CueRc120s, méas la adicién de lamezcla de NTPs,
resulté en la formacién de una especie discreta e intensa, cuya naturaleza es la de
un complejo de iniciacion. Para evaluar su estabilidad, se enfrent6 este complejo al
competidor heparina que disocialas especies inestables y/o inespecificas (Ross y
Gourse 2009; Boulanger y col. 2015). Como se observa en la Figura 21, al comparar
las calles 6 (sin tratamiento con heparina) y 8 (+ heparina), recuadradas con una
linea discontinua, el complejo de iniciacion (estrella) permanece estable al
tratamiento con este competidor, lo que es consistente con la naturaleza estable y
especifica de este complejo. Asimismo, se observa, que los complejos inestables son
desarmados aumentando la intensidad de la sonda libre, sin retardo, cuando esta

presente la heparina (flechas grises de las calles 6 y 8, sonda libre).

1 2 3 4 5.6 i7{8 19 10
CueR-Cu = = - - - + 1= :+ - -
CpxR-P ST T B S T R
CueRmut - + - + —i - :+i - - +
ARNP + - + + o+ I+ + i+ 4+
NTPs T S L
Heparina e L | - L+ +
3 [ 1570y
’> -
1> n'ﬁw.ﬂ M
RiR™E"Y
ADN> W g o R.nE U R
-l LN
it F %
SondaPcueP

Figura 21. CpxR~P es requerido para la formacion de complejos activos que promueven el inicio de la
transcripcion de cueP. Analisis de retardo de la movilidad electroforética llevado a cabo utilizando 6 fmol
del fragmento amplificado por PCR de la regién promotora de cueP silvestre marcado en el extremo 3’ con 32P
con el agregado de 0,5 uM de CueR-Cu purificada 0 0,5 uM de CueRcz120s, 0,5 uM de CpxR~P (pre-incubada con
acetil fosfato,+ ACP), 0,2 uM de ARNP, y con 250 uM de una mezcla de NTPs (ATP, GTP y UTP) segln se indica.
ADN representa el fragmento de PCR sin retardo, 1 y 2 son los fragmentos retardados por CueRc120s y por
CpxR~P, respectivamente. 3 muestra los complejos de baja intensidad mas retardados que 1y 2, y que serian
complejos inestables. La flecha negra indica los super-retardos (complejos abiertos) observados por la
presencia de CpxR—~P, CueR-Cuy la ARNP. La estrella indica los complejos de iniciacion, observados
Unicamente por la interaccion CpxR~P/CueR-Cu/ARNP y los NTPs. Las muestras sembradas en las tres
Gltimas calles fueron previamente tratadas durante 10 minutos con el competidor heparina.
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3.5. La fosforilaciéon de CpxR controla la formacion de complejos

abiertos activos transcripcionalmente

Las sefiales que activan a los sistemas de dos componentes promueven la
fosforilacion de los reguladores de respuesta (RR) y es este estado fosforilado el que
generalmente lleva a cabo las funciones especificas como launién al ADN y el control
transcripcional (Mitrophanov y Groisman 2008). En general, el estado fosforilado
del RR presenta mayor afinidad a sus genes blanco que la forma no fosforilada.
Muchos RR caracterizados, como los de la subfamilia OmpR/PhoB a la cual
pertenece CpxR, exhibieron cambios después de la fosforilacién, entre ellos la
oligomerizacion (Fiedler y Weiss 1995; Leoni y col. 2003; Lejona y col. 2004). La
fosforilacion puede mediar la dimerizacion de los RR y se hipotetiza que esto
promueve la unién al ADN y a su vez, puede favorecer la activacion de la
transcripcion (Gao y Stock 2010). La mayoria de los RR son activos s6lo cuando
estan fosforilados (Mitrophanov y Groisman 2008). Los experimentos presentados
previamente fueron realizados con CpxR~P. Nos propusimos caracterizar los
complejos de transcripcion formados por la ARNP, CueR-Cu y el RR CpxR de
Salmonella Typhimurium tanto en un estado mayormente fosforilado por el

agregado de acetil fosfato (+ ACP) como no fosforilado (- ACP).

En primer lugar, se observé que Unicamente CpxR~P (+ ACP) provoc6 un
retardo de la movilidad electroforética del ADN PcueP, forméandose un complejo de
gran intensidad (calle 2, Figura 22). Este complejo no se observé cuando se incubd
la sonda PcueP con CpxR no fosforilado, sin tratamiento con ACP (calle 6). Esto
indica que la fosforilacion de CpxR permite la unién de este regulador de respuesta
al ADN. En este experimento no se ensayO la ARNP sola, pero si se analiz6 la
interaccion entre ARNP/CpxR~P y ARNP/CpxR, observandose en ambos casos
(calles 3y 7) la formacion de complejos retardados, de baja intensidad, que podrian
ser de naturaleza de tipo complejo cerrado, ya que al incubar con el otro activador,
CueR-Cu, se forma un complejo sutilmente mas retardado de mayor intensidad
(calle 4 y 8). Esto sugiere que los complejos cerrados se estabilizan y transitan a
complejos abiertos. La estabilidad de estos complejos no fue evaluada por

enfrentamiento con heparina.
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Figura 22. CpxR~P es requerido para laformacién de complejos activos que promueven el inicio de la
transcripcion de cueP. Analisis de retardo de la movilidad electroforética llevado a cabo utilizando 6 fmol
del fragmento amplificado por PCR de la region promotora de cueP silvestre marcado en el extremo 3’ con
32P con el agregado de 0,5 uM de CueR-Cu purificada, 0,5 uM de CpxR~P (pre-incubada con acetil fosfato,+
ACP) 00,5 uM de CpxR (no tratada con ACP), con 0,2 uM de ARNP y con 250 pM de una mezcla de NTPs (GTP,
ATP y UTP), segun se indica. ADN representa el fragmento de PCR sin retardo, 1 y 2 son los fragmentos
retardados por CueR-Cu y por CpxR~P, respectivamente. 3 muestra los complejos de baja intensidad mas
retardados que 1 y 2, y que son producto de la interaccion CpxR~P/ARNP y CpxR/ARNP y que serian
complejos cerrados. La flecha negra indica los super-retardos (complejos abiertos) observados por la
presencia de CpxR~P, CueR-Cuy la ARNP o por la presencia de CpxR no fosforilado, CueR-Cu y la ARNP. La
estrella indica los complejos de iniciacion, observados Unicamente por la interaccion CpxR~P/CueR-
Cu/ARNP y los NTPs.

CpxR no fosforilado permite la formacion de un complejo abierto con CueR-
Cuy la ARNP de manera similar a CpxR~P (calle 8 de la Figura 22), pero claramente
en menor proporcion, ya que la intensidad de la banda es mucho menor respecto a
la que forma cuando se encuentra en su estado fosforilado (calle 4). Esta intensidad
mas tenue se correlaciona con una menor afinidad por el promotor de cueP.
Asimismo, al agregar una mezcla de NTPs, no se evidencia el complejo de iniciacion
(calle 9, Figura 22), formado cuando CpxR fue pre-incubada con ACP (calle 5,
estrella), lo que sugiere que el complejo entre los tres factores (CpxR/CueR/ARNP)
y el promotor de cueP es inactivo y es incapaz de transitar a una especie competente
para iniciar la transcripcién si CpxR no se encuentra fosforilado. La intensidad tenue
de los complejos formados entre CpxR no fosforilada /CueR y la ARNP (calle 8),
sumado a que no transitan a complejos de iniciacion (calle 9), sugiere que son de
naturaleza no productiva e inestables, por lo que no se activaria la transcripcion de

cueP. Es claro que la fosforilaciébn de CpxR por ACP, promueve de manera
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significativa la unién al promotor de cueP y la formacion de complejos activos para
inducir el inicio de la transcripcion in vitro. El uso de la variante CpxRps1a incapaz de
fosforilarse, ya que carece del residuo conservado de aspartato fosforilable, nos

permitiria concluir de manera inequivoca.

La fosforilacion de CpxR estabiliza su conformacion activa, lo que promueve
que junto con CueR-Cu y la ARNP, se formen complejos activos capaces de iniciar la
transcripcion del promotor de cueP. En contraste, la generacion de complejos
abiertos, pero no productivos entre la RNAP, CueR-Cu y CpxR no fosforilado indica
gue no se activa la transcripcion de cueP cuando CpxR no se encuentra fosforilado.
Si suponemos que in vivo se producen estos complejos abiertos, que transitan a
complejos activos, para el caso de CpxR~P, 0 acomplejos no productivos, para CpxR
sin fosforilar, se puede plantear, por un lado, que estas especies no productivas
formadas con CpxR no fosforilado podrian estar en un estado de espera, que puede
cambiar rapidamente, cuando se produce la fosforilacion frente a condiciones
inductoras y asi, transitar hacia formas activas y productivas. Sin embargo, no se
realiz6 un experimento in vitro con el agregado de ACP o CpxR~P para evaluar la
posibilidad de conversion de estas especies inactivas a complejos de iniciacion en
presencia de NTPs. Asimismo, estas condiciones de fosforilacion pueden ser
diferentes a las encontradas in vivo por parte de CpxA. Por otro lado, frente al
escenario de que tanto CpxR como también CpxR~P forman complejos abiertos,
aungue luego direccionados a un final distinto, se podria pensar que esto le
otorgaria una ventaja al patdégeno Salmonella para eliminar rapidamente la
activacion transcripcional de cueP una vez que la sefial que fosforila a CpxR es
removida. De esta manera, se podria desactivar la expresién de cueP cuando las
condiciones no son las apropiadas para su produccién, como aquellas que pueden
afectar el fitness bacteriano, como ha sido demostrado y discutido en la seccién 2.2

de este Capitulo.

117



CAPITULO |

IV.4. Conclusiones Capitulo |

Se demostr6 que a pH neutro, la expresion de cueP requiere de la proteina
sensora histidina quinasa CpxA que activa mediante fosforilacion a la proteina
reguladora de la respuesta CpxR. De esta manera, la activacién de CpxR depende de
la sefial de la envoltura sensada por CpxA, coordinandose esta sefial con la detectada
en el citoplasma por CueR. La necesidad de un sistema Cpx intacto para la activacion
de cueP se demostré también al estimular esta via por sobreexpresion de la

lipoproteina de membrana NIpE.

Evaluamos el rol de la regulacion de cueP por parte de CpxR en lahomeostasis
de Cu en anaerobiosis. Ensayos de resistencia al Cu independizando la expresion de
CueP por parte de CpxR en detrimento de sus niveles, mediante la mutacion del sitio
de reconocimiento de CpxR, indican que la funcion de CueP frente al estrés por cobre
en anaerobiosis depende de la regulacion coordinada por parte de CpxR y de CueR.
Cuando los niveles de CueP son menores se ve afectada la sobrevida de Salmonella
frente al estrés por cobre en anaerobiosis, practicamente de la misma manera que

en ausencia de CueP.

Teniendo en cuenta que CueP participa en la resistencia a cobre, sobre todo
en anaerobiosis, se evaluo si la regulacion de cueP por CpxR tiene implicancias
fisiologicas en condiciones de crecimiento donde no se ha observado un rol
significativo de esta proteina. Se logr6 independizar la expresion de CueP por parte
de CpxR, esta vez direccionada a una expresion descontrolada del producto de cueP,
haciendo que dependa Unicamente de CueR. Se demostré que esta desregulacion
produce niveles elevados de CueP en todas las etapas de la curva del crecimiento
bacteriano, sobre todo, durante la fase exponencial temprana, situacion contraria a
los niveles silvestres de CueP. La incapacidad de controlar estrictamente los niveles
de CueP, afecta sutilmente el crecimiento de Salmonella en aerobiosis, pero de
manera muy notoria bajo estrés oxidativo generado por H>0O2 exdgeno. Esto sugiere
la posibilidad de que la concentracion de CueP en la envoltura puede afectar el
metalado de componentes que intervienen en la detoxificacion de las especies

reactivas del oxigeno.
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Mediante retardo de la movilidad electroforética se demostré que CueR en su
forma desmetalada apo-CueR, ya sea por el uso de KCN o de la mutante CueRc120s, €S
capaz de reconocer y unirse a la region promotora de cueP; sin embargo es incapaz
de formar complejos abiertos transcripcionalmente activos. De esta manera, sélo la
unién del efector al metaloregulador CueR (CueR-Cu) provoca el cambio
conformacional necesario para que junto con CpxREP se produzca una interaccion
productiva con la ARN polimerasa para formar complejos de iniciacion. Asimismo
se determinod que la forma activada de CueR, CueR-Cu, sélo es necesaria para el
reacomodamiento adecuado de los elementos -35 y -10 del promotor de cueP y
CueR-Cu no participa en el reclutamiento de la ARNP. En este sentido, CpxR~P es
esencial para este proceso.

La fosforilacion de CpxR con acetil fosfato, in vitro, es esencial para
determinar la naturaleza de los complejos de transcripcién sobre el promotor de
cueP. La ARN polimerasa Unicamente establece complejos abiertos competentes
para la trascripcion productiva de cueP cuando existe una interaccion con CueR y
con CpxR en su estado fosforilado. De esta manera CpxREP promueve la formacion

de complejos abiertos y de iniciacion.
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El cobre es un micronutriente esencial tanto para los microorganismos
patdégenos como para sus hospedadores. Sin embargo, su elevada reactividad hace que
sea toxico. Esto lo convierte en un efectivo agente antimicrobiano y recientemente se
lo ha asociado con la capacidad del hospedador de restringir el crecimiento de
microorganismos invasores (Hood y Skaar 2012; Porcheron y col. 2013; Chaturvediy
Henderson 2014). De esta manera, el cobre se encuentra entre las sefiales, tanto dentro
como fuera del hospedador, mas ampliamente reconocidas por bacterias patdgenas
(Wolschendorf y col. 2011; Becker y Skaar 2015; Palmer y Skaar 2016). Como se ha
mencionado en la Introduccion, los mecanismos utilizados por Salmonella para resistir
la toxicidad causada por el exceso de Cu presentan algunas diferencias con lo reportado
previamente en E. coli, sobre todo en lo que respecta a la proteccion de la envoltura
bacteriana (Pontel and Soncini 2009; Pontel, Checa, y Soncini 2015). En este sentido,
se hacen relevantes otros sistemas de respuesta a estrés periplasmatico que pueden
activarse para contrarrestar la presencia del metal o aliviar el estrés debido al dafio

ocasionado.

V.1. Los genes scsABCD se inducen por cobre

Con el objeto de caracterizar globalmente los mecanismos que gatilla Salmonella
enterica ante el exceso de Cu, en el grupo de trabajo se realiz6 un anélisis
transcripcional de la respuesta de Salmonella enterica serovar Typhimurium mediante
el uso de microarreglos de tipo tiling, luego de 10 minutos de exposicion a
concentraciones subletales de cobre y zinc (Pontel y col. 2014). Los resultados de estos
ensayos mostraron que los genes scsA, scsB, scsC y scsD se encontraban entre aquellos
fuertemente inducidos por Cu, tanto en medio rico (SLB) como en medio minimo (M9)
(Figura 23), pero no se observo su induccion en presencia de Zn (Fig. 23). Esto sugiere

que la transcripcién de los genes scsABCD se estimula especificamente por CuSOa.
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Figura 23. La expresion transcripcional de los genes scsABCD se induce por cobre, pero no por zinc.
Induccion de los genes scsABCD mediante ensayos de microarreglos de oligonucleétidos, luego del agregado de
cobre o zinc durante 10 minutos a un cultivo de Salmonella Typhimurium crecido tanto en medio minimo M9,
como en medio rico SLB. El grafico muestra la expresion diferencial: relacion entre tratado (metal)/no tratado
(sin agregado de metal), expresada en logz, para cada sonda de oligonucledtido perteneciente al transcripto de
los genes scsABCD.

Comprobamos el aumento en los niveles de transcripto de los genes scsA, scsB,
scsCy scsD en presencia de cobre observado mediante microarreglos por la técnica de
retrotranscripcion seguida de PCR semicuantitativa (RT-PCR) y de PCR en tiempo real
(RT-gPCR). Cultivos de la cepa silvestre se crecieron hasta una densidad 6ptica (DO)
de 0,6 y en ese momento a una fraccién del cultivo se le agreg06 sulfato de cobre a una
concentracion final de 1 mM, dejando otra fraccion sin agregado de metal. En ese
instante, se tom6 una alicuota de 5 ml, tiempo 0 minutos, se le agregé una solucion
“stop”y se procedid a extraer el ARN. Lo mismo se hizo para las alicuotas alos 5, 10, 20,

40y 60 minutos. Una vez obtenido el ADN copia (ADNCc), se utilizaron oligonucle6tidos
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para amplificar scsA (250 pb), scsB (263 pb) y el gen de referencia rnpB (157 pb), y se
procedi6 a determinar los niveles de estos transcriptos mediante PCR y gPCR. Nuestros
resultados corroboran la induccion de los genes scs por Cu observada previamente en
los ensayos de microarreglos a 10 minutos de exposicidn a una concentracién subletal
del metal (Figura 24 A y B), ademas de evidenciar un importante incremento de los
transcriptos de los genes scsA y scsB luego de 40 y 60 minutos de exposicion a cobre

(Figura 24 B), alcanzando su maximo a los 40 minutos luego del agregado del metal.

De esta manera, scsAy scsB, que codifican para proteinas de la envoltura celular
de Salmonella Typhimurium, se encuentran inducidos en respuesta al estrés por cobre.
Dado que el cobre puede interactuar con los grupos tioles libres (Annie Hiniker, Collet,
y Bardwell 2005), la expresién de los genes scsA, scsB, scsC y scsD, cuyos productos
tendrian funciones similares a las de las proteinas Dsb, como por ejemplo el
plegamiento adecuado de las proteinas del periplasma o la reparacion de los residuos
de cisteinas oxidados (Gupta, Wu, y Rick 1997; Shepherd y col. 2013; Anwar y col.
2013), aseguraria el adecuado plegamiento de proteinas recientemente exportadas al
periplasma como asi también la proteccién frente al dafio oxidativo que puede estar
ocurriendo en la envoltura por la presencia del metal. En contraste, dsbC, dsbG y dsbD
(dipZ) que codifican para los sistemas de formacion y reparacion/reduccion de puentes
disulfuro extracitoplasmaticos identificados y caracterizados en E. coli (Arts, Gennaris,
y Collet 2015), no se inducen por el agregado del metal en Salmonella Typhimurium
(Figura 25). La expresion de los genes del locus scs y no la de dsbC, dsbG y dsbD (dipZ)
ante el exceso de Cu en el periplasma, sugiere que el estrés generado dafa ciertos

blancos en este compatimento que requieren de una respuesta especifica.

SCSA scsB

s/m Cu (+) (- s/m Cu (+) ()
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Figura 24. Los genes scsABCD se inducen por cobre. (A) Analisis transcripcional de los genes scs por RT-
PCR en células cultivadas en ausencia de metal (s/m) o en presencia de sulfato de cobre 1mM final (Cu)
durante 10 minutos de shock de cobre. (+) Control positivo ADN genémico (-) control negativo. La estrella
marca que en ausencia del metal hemos observado un nivel muy bajo de transcripto scsA, no asi en scsB (B)
Determinacion de los niveles de transcripto de los genes scsA y scsB de Salmonella Typhimurium a distintos
tiempos luego del agregado de 1mM CuSOa. Las determinaciones se realizaron mediante RT-PCR en tiempo
real. Los valores se indican enveces de induccion respecto al cultivo no tratado y se calcularon como la
cantidad relativa del gen target bajo la condicion experimental (tratado con cobre), normalizado al gen de
control interno (rnpB) dividido la cantidad relativa del gen target bajo la condicion control (sin cobre),
normalizado al gen de referencia, a cada tiempo. Los valores corresponden al promedio de dos
experimentos independientes y las barras de error refieren a la desviacion estandar.
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Figura 25. Los genes dsbC, dsbG y dsbD (dipZ), que codifican para los sistemas de reduccion de la
envoltura bacteriana de S. Typhimurium no se inducen por cobre después de un shock de 10 minutos
del metal. Niveles relativos de expresion transcripcional de los genes dsbC, dsbG y dsbD mediante ensayos de
microarreglos de oligonucleétidos, luego del agregado de cobre durante 10 minutos a un cultivo de Salmonella
Typhimurium crecido en medio rico SLB. El grafico muestra la expresion diferencial: relacion entre tratado
(metal)/no tratado (metal), expresada en logz, para cada sonda de oligonucleétido perteneciente a los
transcriptos de dsbC, dsbG y dshD, seguin se indica.

V.2.Los genes scsA, scsB, scsCy scsD se transcriben principalmente a partir

de la region promotora de scsA.

El gen scsA esta separado de scsB por 48 pares de basesy en esa region, al igual
que corriente arriba de scsA, se predicen posibles elementos -10 y -35que pueden ser
reconocidos por la maquinaria transcripcional (Gupta, Wu, y Rick 1997) (Figura 26 B).
Los cuatro genes scsA, B, Cy D, se transcriben en la misma direccion y los tres ultimos
se solapan parcialmente, condicion encontrada cominmente en operones bacterianos.
Si bien no estd confirmado si los cuatro genes scsforman una o dos unidades
transcripcionales en Salmonella Typhimurium, una conformada por scsA y la otra por
los genes scsBCD, Unicamente se ha identificado un sitio de inicio de la transcripcion
(Figura 26 Ay B) corriente arriba del gen scsA (Kroger y col.2012). Se introdujo una
insercidn polar de un cassettede CmR (cat) a 79 pares de bases (pb) 3’ del ATG de scsA
y en orientacién opuesta a su transcripto (Figura 26 A), y se analizé en esta cepa la
dependencia del promotor de scsA en la transcripcion de scsBCD (Fig. 26 C). Si el
promotor localizado 5’ de scsA gobierna de manera mayoritaria la transcripcién de
scsBCD, la presencia de este cassette de CmRimpedira la progresién de la induccién en
la transcripcion por cobre hacia los genes ubicados corriente abajo del mismo. Para
esto,se extrajo ARN de cultivos crecidos en presencia y ausencia de sulfato de cobre,
tanto de la cepa silvestre como de la cepa mutante scsA::cat. Se llevé a cabo la

retrotranscripcion y una PCR convencional utilizando oligonucleétidos que amplifican
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los 79 pb del ORF de scsA corriente arriba del cassette de CmRy oligonucleétidos que
amplifican unaregion de 165 pb del ORF de scsB, 3’ del cassette de CmRy de la potencial
regién promotora entre scsAy scsB. Como se observa en la Figura 26 C, la transcripcion
del gen scsB se ve afectada en la cepa scsA::cat en comparacion con la cepa silvestre, ya
gue no hay deteccidon de los transcriptos scsB cuando esta presente la insercion de cat
en la regién 5’ del ORF de scsA. Esto sugiere que la expresién mediada por cobre de
ScsB, ScsCy ScsD depende mayoritariamente del promotor localizado corriente arriba

de scsA; indicando que estos cuatro genes conforman el operdn scsABCD.

+1 48 pb
silvestre [ SCSA [ scsB >
scsAcat 48 pb
|% —
[ SCSA > [ scsB >
PscsA .35 -10 =

S’ -GGARAGGTTGCCARAACCGCGCCAGTGGCTAAGATAACTCGCGTTARACAGTGAGGGCGCA

SCSA

>

ATGGCGAAACAACAACGGATGGGCTGGTGGTTTCTTTGCCTTGC . . . —3°

Region intergénica scsB
-35 -10
SCSA —
5’-...TACGATTTTGTGTCTTCCGTGAATGACAGACCGGTTATTGCTAACGGTTAATTACTCATT

scsB
CACGGAGAAAAAATATGATGATTTTGT TCAGGCGGATACTGT. .. —3”
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C
producto amplificado: scsA 79 pb producto amplificado: scsB 165 pb
silvestre scsA::cat silvestre scsA::cat
©) Cu ©) Cu ©) Cu ©) Cu
10 40 60 10 40 60 (+)MPM 10 4060 1040 60 (+) 10 40 60 10 40 60(+) MPM10 4060 10 40 60 (+)

Figura 26. La transcripcion de los genes scs esta principalmente gobernada por la region promotora
corriente arriba de scsA. (A) Esquema de la construccion en la cual se introdujo una insercion polar de un
cassete de CmR en la region 5’ del ORF de scsA, a 79 pb del ATG. Silvestre: cepa sin insercion y scsA::cat: cepa
con insercion. También se marcan los 48 pb que separan a scsA y scsB. (B) Secuencia de ADN de la region
promotora de scsA (PscsA) y de la regidn intergénica entre scsAy scsB. Con lineas solidas y subrayado doble se
indican las cajas -35 y-10 posibles. La flechay +1 indica el sitio de inicio de la transcripcion de scsABCD (Kroger
etal. 2012). Con flecha y en negrita se indican parte de los ORFs de scsA y scsB. (C) Comparacion de los niveles
de transcripto entre las cepas de S. Typhimurium silvestre y scsA::cat (cepa que presenta una insercion polar
de un cassete de Cm hacia el 5’ del ORF de scsA).Se utilizaron oligonucleétidos que amplifican 79 bp de scsA 'y
165pb de scsB. Ensayo de RT-PCR de muestras de ARN de las cepas sin (-) y con el agregado de sulfato de cobre
1mMfinal (Cu), luego de distintos tiempos de exposicion (10, 40 y 60 minutos), segun se indica. MPM: marcador
de peso molecular, desde abajo hacia arriba 100, 200, 300, 400, 500 pb.

V.3. Rol de los componentes codificados en el locus scs frente al agregado

de cobre exégeno

Debido a que los genes scsABCD se inducen en presencia de cobre, nos
propusimos evaluar la contribucion de sus productos en la tolerancia a cobre. Para esto
construimos las mutantes AscsA, AscsB, AscsC, AscsD y AscsABCD y ensayamos su
resistencia a Cu mediante experimentos de concentracién inhibitoria minima (CIM) al
metal en placas de LB agar. Las cepas mutantes AscsB, AscsC, AscsD y la mutante en el
locus completo AscsABCD mostraron alteraciones en el crecimiento respecto a la cepa
silvestre a concentraciones altas de Cu(ll) (Figura 27). Tanto la cepa mutante AscsB
como la cepa AscsABCD presentaron la mayor sensibilidad a cobre con una CIM de 3,5
mM CuSOa. Las cepas AscsCy AscsD presentaron una sensibilidad intermedia con CIMs
de 3,75 y 4 mM, respectivamente. En contraste, la cepa mutante AscsA no mostro
diferencias en su sensibilidad frente al cobre respecto de la cepasilvestre (Fig. 27). Este
comportamiento diferencial de cada mutante frente al metal sugiere que los factores
codificados en este operén no conforman un Unico sistema o via de resistencia a Cu.
ScsA no presenta homologia a proteinas conocidas y tal vez su funcién puede ser

accesoria o estar enmascarada por los otros componentes del sistema Scs. ScsB posee
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homologia con factores de la familia de las reductasas tipo DsbD (DipZ en Salmonella),
responsables de la reduccion y el mantenimiento del estado activo de las isomerasas
de puentes disulfuro como DsbC y DsbG (S.-H. Cho y col. 2012). Una mutante carente
de DshD afecta también la funcidn de sus sustratos. De igual modo, la carencia de ScsB
podria estar afectando la reduccién de mas de un sustrato y por ende mostrar un
fenotipo méas marcado frente al estrés por cobre. Ya que este metal es capaz de oxidar
los residuos de cisteinas y formar puentes disulfuro incorrectos en las proteinas de la
envoltura (Annie Hiniker, Collet, y Bardwell 2005), es de esperar que lamutante AscsB
sea méas sensible al metal que la AscsC, debido a que ScsC, con homologia a las
isomerasasDsbC y DsbG (Shepherdy col. 2013), es probablemente uno de los sustratos
putativos de ScsB. Esto ademaés coincide con el fenotipo de la mutante AdsbC en E. coli
que presenta sensibilidad incrementada a cobre respecto a la cepa silvestre (Annie
Hiniker, Collet, y Bardwell 2005).

wt AscsA AscsB AscsC AscsD AscsABCD
[CuSO4]mM

Figura27.Rol de ScsA, ScsB, ScsCy ScsD en la resistencia a cobre. 20 pl de diluciones 5 x 10-7 de las cepas
silvestre, AscsA, AscsB, AscsC, AscsD y AscsABCD fueron crecidos ON en placas LB agar, durante 24 hs, con las
concentraciones de cobre sefialadas. La concentracion en la que no se observo crecimiento se consideré como
CIM. Imagen representativa de tres experimentos independientes.
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En conjunto, los resultados obtenidos mediante ensayos de microarreglos y de
PCR en tiempo real, demuestran la induccién transcripcional por cobre de los genes
scsABCD, sumado a que los productos codificados por estos genes son funcionalmente
requeridos para el crecimiento de S. Typhimurium en presencia de un exceso de cobre,
y corroboran el rol del sistema ScsABCD en la homeostasis del metal en la envoltura
bacteriana (Gupta, Wu, y Rick 1997; Shepherd y col. 2013; Anwar y col. 2013). Durante
el transcurso de esta Tesis, Anwar y colaboradores, mostraron mediante curvas de
crecimiento (DO vs. tiempo) que tanto la mutante que carece del locus completo
scsABCD, como las mutantes en scsB, scsC o en scsD afectan de la misma manera la
resistencia a cobre (Anwar y col. 2013). Estas observaciones difieren parcialmente de
nuestros resultados, que indican una contribucién diferencial de ScsB, ScsCy ScsD a la

resistencia al metal.

V.4.ScsABCD es requerido para el crecimiento 6ptimo de S. Typhimurium

frente a un exceso de cobre, pero no de otros metales

Analizamos la especificidad en la resistencia a cobre del sistema Scs, teniendo

en cuenta que no se observo induccion por Zn (Figura 23 B).

En un ensayo de difusiénen disco la cepa que carece de los genes scsABCD no
mostr6 una sensibilidad incrementada a zinc respecto de la cepa silvestre, ya que el
didametro del halo de inhibicién obtenido es idéntico paraambas cepas (Fig. 28 A). Se
realizaron curvas de crecimiento en medio liquido en presencia de concentraciones
crecientes de ZnCl, para las cepas silvestre y AscsABCD. Mediante este anélisis tampoco
observamos diferencias en la sensibilidad al metal (Fig. 28 B), indicando que el locus
scs no es requerido para la resistencia a zinc. Esto se correlacionacon los perfiles
transcripcionalesdel locus, que no muestra induccion por el agregado de Zn. Restaria
analizar si la sobreexpresion del mismo favorece la tolerancia a altas concentraciones

de este metal.
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Figura28. El locus scs no participaen laresistenciade S. Typhimurium aun exceso de zinc. (A) Ensayo
de difusidn en discos. Las cepas silvestre y mutante AscsABCD se crecieron en presencia de discos de filtro
estériles embebidos en 500 mM de ZnCl.. Se determind el halo de inhibicion alrededor del disco embebido.
(B) Se determinoé la densidad 6ptica de la cepa silvestre o mutante AscsABCD en funcidn del tiempo en
cultivos liquidos crecidos a 37 °C en microplaca de 96 wells con agitacién continua, en ausencia de zinc (sin

agregado), a 0,5 mM; 0,75 y 1 mM final de sulfato de zinc. Valores promedios de dos experimentos
independientes, las barras de error indican el desvio estandar.

Analizamos ademas el requerimiento del locus frente a concentraciones
elevadas de distintos metales como cadmio (Cd) y cobalto (Co), ya que las proteinas
Scs podrian participaren el plegamiento de proteinas de la envoltura que han sufrido
inactivacion, debido al desplazamiento deun cofactor nativo o ver afectados sus grupos
-SH. De hecho, se ha reportado, que una mutante en E. coli que carece de dsbA es
sensible aCdy aZn, pero no a Cu (Christopher Rensing, Mitra, y Rosen 1997). Nuestros
resultados (Figura 29) muestran que la mutante AscsABCD no presenta sensibilidad
incrementada ni a CoSO4 ni tampoco a CdCly, respecto de la cepa silvestre. Es probable
que la ausencia del sistemaScs, no afecte el plegamiento y/o la actividad de proteinas
con tioles libresque pueden reaccionar con metales distintos al cobre (como Cd y Zn),

debido a la presencia del sistema DsbA/DsbB.

La presencia de cobalto produce, directa o indirectamente, una serie de
efectos, como la competencia con los iones hierro, la induccion de estrés oxidativo y
posiblemente el suministro de azufre, que convergen hacia, y culminan en, un defecto

general de lafuncion de las enzimas con centros Fe-S (Barrasy Fontecave 2011), dianas
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también de la toxicidad por cobre (Roche y col. 2013). Seglin nuestros resultados, las
proteinas Scs no estarian involucradas en aliviar el dafio generado en las proteinas con
centros Fe-S generado por un exceso de cobalto, que seguramente esta afectando de

manera mayoritaria a las proteinas del citoplasma bacteriano.

COSO4 Cd C12

silvestre AscsABCD silvestre AscsABCD

Figura 29. El locus scs no participaen la resistenciade S. Typhimurium a un exceso de cobalto o cadmio
Ensayo de difusion en discos. Las cepas silvestre y mutante AscsABCDse crecieron en presencia de discos de
filtro estériles embebidos en concentraciones crecientes de CoSO4 o CdCl2: 0,01, 0,05, 0,25, 0,5 y 1M, segun se
indica. Se determind y comparo el halo de inhibicién alrededor del disco embebido.

Por ultimo, analizamos el rol de las proteinas Scs frente al estrés redox
ocasionado por hierro. Este metal, al igual que el cobre, participa en reacciones de
Fenton (Slauch 2011), aunque generalmente el compartimento afectado por las
especies oxidativas generadas por un exceso de hierro es el citoplasma bacteriano. No
se observaron diferencias en el crecimiento en presencia de concentraciones
crecientes de hierro (citrato férrico) entre la cepa silvestre y la mutante que carece de
los genes scsABCD (Figura 30). Restaria analizar el rol del locus scs frente a limitacion

de hierro.

En suma, nuestros resultados indican que el sistema Scs participa de manera

especifica para aliviar el estrés generado por cobre en la envoltura bacteriana.
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Figura 30. El locus scs no participa en la resistencia de S. Typhimurium a un exceso de hierro. Se
determing la densidad éptica de la cepa silvestre y la mutante AscsABCD en funcién del tiempo en
cultivos liquidos crecidos en medio minimo a 37 °C en microplaca de 96 wells con agitacion continua, en
presencia de bajo hiero (0,1 mM) y a concentraciones elevadas del metal,a 1 mM y 2mM final de citrato
de Fe(lll). Valores promedios de dos experimentos independientes, las barras de error indican el desvio
estandar.

V.5. El par ScsB/ScsC tiene un rol més relevante que el sistema
DsbD/DsbC-DsbG en la proteccion de la envoltura de S. Typhimurium frente al

estrés por cobre

Como se ha mencionado en la introduccion, en el genoma de Salmonella
Typhimurium estan codificados varios sistemas homologosde formacion/reparacion
de puentes disulfuro y de mantenimiento de cisteinas reducidas, que participan o
participarian en la proteccion de la envoltura celular bacteriana (Gupta, Wu, y Rick
1997; Anwar y col. 2013), favoreciendo el correcto plegamiento de las proteinas
transportadas al periplasma desde el citoplasma, y evitando el dafio generado por la
oxidacion de las cisteinas y metioninas como asi también por laintroduccion de enlaces
disulfuro incorrectos (Arts, Gennaris, y Collet 2015). En la tabla 6, se muestran los
genes de S. Typhimurium que codifican para estos sistemas, incluyendo aquellos
homdlogos a los presentes en E. coli (Ito y Inaba 2008) y los especificos de este

patégeno.
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Codificados en el

genomadeE. coli  Especifico de S. enterica Funcién
y S. enterica
dsbA SrgA, Formadoras de puentes S-S (via oxidativa).
dsbL (STM3193)
dsbB dsbl(STM3194) Mantienen oxidadas (activas) a las formadoras de
puentes S-S (via oxidativa).
dsbC, scsC, DsbCy DsbG isomerasas.
dsbG bcfH ScsC y BefH isomerasas putativas.
dsbD(dipz) scsB DsbD (DipZ) mantiene reducidas a las isomerasas.

Transfiere electrones a diversas vias reductoras.

Se reporto que ScsB deCaulobacter
crescentuspertenece a una subfamilia de DsbD.

dsbE (ccmG) Biogénesis citocromo tipo c.
SCSA No presenta homologia a proteinas anotadas.
scsD ScsD homologa a las proteinas tipo tiorredoxinas

como TIpA deNeisseria gonorrhoeae.

Tabla 6. Genes que codifican para proteinas de tipo tiorredoxinas extracitoplamaticas de Salmonella entérica

serovar Typhimurium, especificos de este patdgeno e identificados y caracterizados en E. coli.

En E. coli, tnicamente la proteina EcDsbC participaria en la resistencia a cobre,
ya que solo la mutante AdsbC es sensible al metal, a diferencia de una cepa que carece
de dsbG o dsbA (Annie Hiniker, Collet, y Bardwell 2005). Asimismo, DsbG actlia como
una proteina protectora de grupos tiol in vivo, protegiendo a las cisteinas de la
oxidacion (Depuydty col.2009). Este escenario cobrainterés en el patégeno Salmonella
enterica ya que su genoma codifica para las proteinas DsbC, DsbG, DsbD, ScsA, ScsB,
ScsC y ScsD, sugiriendo redundancia funcional en muchos de estos casos, de manera
similar a lo reportado para los multiples sistemas detoxificadores de peroxido de
hidrogeno citoplasmaticos (Hebrard y col. 2009; Slauch 2011). Por lo tanto
consideramos relevante analizar la contribucion de mutantes individuales asi como en
multiples de los genes que codifican para estos factores en la resistencia a cobre (Figura
31y Tabla7).

Unicamente la mutante carente de ScsC presenta una sensibilidad incrementada
frente al agregado de sulfato de cobre mientras que las mutantes en dsbC y dshG
presentan un crecimiento idéntico a la cepa silvestre (Figura 31y Tabla 7). La ausencia

de dsbC en una cepa carente de scsC incrementé la sensibilidad al metal, con una CIM
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de 3,5 mM CuSOa. Esto indica que DsbC puede sustituir parcialmente a ScsC en la
defensa frente al estrés generado por cobre, aungue en presencia ScsC no se requeriria
de DsbC para contrarrestar la toxicidad del metal. Asimismo, la sensibilidad
incrementada a cobre en la mutante doble AscsC AdsbC, sugiere que ScsC y DsbC
presentarian diferente especificidad de sustratos y que a su vez estos sustratos tienen

un papel distinto en la defensa contra el estrés generado por cobre.

silvestre AscsC AdsbC AdsbG AscsC AscsC AscsC AscsB AdsbD AscsB AscsB AscsB AscsB
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Figura 31. Rol de ScsB, ScsC, DsbC, DsbG y DsbD en la resistencia a cobre. 20 pl de diluciones 5 x 10-7 de
las cepas silvestre, AscsC, AdsbC, AdsbG, AscsC AdsbC, AscsC AdsbG, AscsC AdsbC AdsbG, AscsB, AdsbD ,AscsB
AdshD, AscsB AscsC, AscsB AdshC y AscsB AscsC AdsbC, segun se indica fueron crecidos ON en placas LB agar,

durante 24 hs, con las concentraciones de cobre sefialadas. La concentracion en la que no se observé
crecimiento se consider6 como CIM. Imagen representativa de tres experimentos independientes.

La inactivacién de dsbG en la AscsC, no afect6 su crecimiento en presencia de
cobre, siendo igual al observado en una cepa silvestre (Fig. 31 y Tabla 7), sugiriendo
que la carencia de DsbG suprime el fenotipo de sensibilidad a cobre de la AscsC por la
induccion de la respuesta de DsbC, del resto de la proteinas Scs u otras, capaces de
restablecer el balance de la homeostasis de cobre en la envoltura. Sin embargo, cuando
se inactivé dsbG en la mutante AdsbC AscsC, la CIM decreci6 a 3,0 mM CuSO4 (Fig. 31y
Tabla 7). En conjunto, estos resultados sugieren que DsbG participaria en ultima

instancia frente al estrés por cobre en el periplasma, ya que su funcion se ve
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enmascarada por DsbC y ScsC. El efecto protector frente al exceso de cobre es
principalmente dependiente de ScsC. Una hipétesis que nos planteamos es que
Salmonella Typhimurium mantiene estos sistemas de isomerizacién/reduccién como
resultado de una adaptacién al medioambiente, ya que los genes que codifican para
estos sistemas pueden ser inducidos de manera diferencial en distintas fases del
crecimiento de labacteriay frente a distintos tipos de estrés que perturben laenvoltura

bacteriana actuando sobre diferentes dianas de este compartimento.

También ensayamos la sensibilidad frente a cobre de la cepa que carece tanto
de scsC como de scsB, que codifican parael par isomerasa/reductasa putativo. Esta cepa
mostro6 la misma sensibilidad a cobre que la mutante simple AscsB, con una CIM de 3,5
mM CuSO4 (Fig. 31y Tabla 7), siendo menor que la de la cepa que carece de DsbC, DsbG
y ScsC, con una CIM de 3,0 mM CuSOg, sugiriendo que en ausencia de scsB, las
isomerasas/reductasas DsbC y DsbG pueden ser reducidas por el homélogo a ScsB,
DsbD.

Asimismo, en la Figura 31 y Tabla 7 se observa que la mutante que carece de
dsbD (dipZ), que codifica para la reductasa asociada a DsbC y DsbG segun lo reportado
en E. coli (Ito and Inaba 2008), mostro la misma sensibilidad a Cu que la cepa silvestre.
Sin embargo, la delecion de ambas reductasas simultdneamente, AdsbD AscsB, mostré
una CIM de 3,0 mM CuSOs, similar al fenotipo de sensibilidad a Cu exhibido por la cepa
AscsC AdsbC AdshG. Estas observaciones fueron reforzadas por los valores de CIM
determinados para las mutantes AscsB AdsbC y AscsB AscsC AdsbC, que presentaron
menor sensibilidad al metala los observados para las cepas que tenian todo el par

isomerasa/reductasa no funcional.

Cabe destacar, que los resultados obtenidos mediante anélisis transcripcional
por ensayos de microarreglos, que mostraron que los niveles de los genes dsbC, dsbG y
dsbD no se inducen por un shock de 10 minutos de una concentracion subletal de cobre
(Figura 25), se correlacionan con la contribucion individual de los productos
codificados por estos genes a la resistencia a cobre. Consideramos interesante evaluar
el perfil transcripcional de estos genes en la cepa silvestre y en una cepa mutante
AscsABCD en presencia de cobre de manera de evaluar si hay activacion en ausencia del
sistema Scs dependiente del metal. Asimismo, analizar la induccion de la transcripcion

durante un mayor tiempo de exposicion al metal y/o en distintas fases del crecimiento.
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Cepa CIM (mM)*
silvestre 5,00
SCSA 5,00
scsB 3,50
scsC 3,75
scsD 4,00
SCSABCD 3,50
dsbC 5,001
dsbG 5,00
dsbD (dipz) 5,00
scsCdsbC 3,50
scsCdshG 5,001
scsCdsbCdsbG 3,00
scsBscsC 23,50,<3,75
scsBdsbC 3,75
scsBscsCdsbC 3,75
scsBdshbD >3,00, <3,25

Tabla 7. Fenotipo de tolerancia a cobre de las cepas mutantes de S. Typhimurium analizadas en este trabajo. *
Los valores de CIM se determinaron en placas LB que contenian cantidades crecientes de CuSOs bajo
condiciones de aerobiosis. Los datos corresponden a valores promedios de dos experimentos independientes

realizados por duplicado. T Se observaron colonias mas pequefias en comparacion con la cepa de tipo silvestre.

En conjunto, todos los resultados de esta seccién, resumidos en la Tabla 7,
ponen de relieve el rol del par ScsB/ScsC en la proteccion de la envoltura de Salmonella
del dafio mediado por Cu y asignan al sistema DsbD/DsbC-DsbG una participacién mas

bien auxiliar bajo el estrés por Cu.
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V.6. El operdn scsABCD forma parte del regulon Cpx

6.1. CpxR activa la transcripcion de scsABCD en respuesta al estrés

mediado por Cu

Para dilucidar el mecanismo de activacion transcripcional del operdn scsABCD,
analizamos en primer lugar siesta activacion depende del sensor citoplasmatico CueR,
principal responsable de la homeostasis de cobre en Salmonella (Espariz y col. 2007;
Pontel y Soncini 2009). Los reguladores de la familia MerR reconocen una secuencia
relativamente conservada en los promotores de los genes que regulan y, por ejemplo,
los operadores de los sensores de cobre y oro, CueR y GolS, difieren en muy pocas bases
entre si (Pontel y Soncini 2009). Si bien no detectamos una secuencia similar a la
reconocida por CueR/GolS en la region promotora de los genes scsABCD, se construyo
un reportero cromosomal utilizando el gen lacZ fusionado al promotor de los genes
scsABCD (Pscs) y se analiz6 su expresion en la cepa silvestre, mutante en cueR o en golS,
gen que codifica para el paralogo del metaloregulador CueR (Humbert y col. 2013).
Como se observa en la Figura 32 A, no hay diferencia en la actividad p-galactosidasa
entre las cepas silvestre y mutantes cuando los cultivos se crecieron en presencia de
iones Cu, indicando que ni CueR ni GolS controlan la expresion transcripcional del locus

SCS.

Como se detalla en la introduccién los sistemas de dos componentes juegan un
rol primordial en la deteccion y transmision de sefiales que indican el estado de la
envoltura bacteriana. Como los genes scsABCD codifican para proteinas que participan
en la envoltura bacteriana, decidimos incluir mutantes en factores de transcripcién
involucrados en la defensa contra estrés de envoltura (Rowley y col. 2006; Ferric C.
Fang y col. 2016), como AcpxR, ArpoE y ArcsB. Como se muestra en la Fig. 32 A, sélo la
supresion de cpxR disminuy6 a la mitad la expresion desde el promotorPscs cuando los
cultivos fueron crecidos en medio rico LB en presencia de cobre, y los niveles de
actividad [-galactosidasa se restablecieron cuando se proporciond CpxR en trans
(Figura 32 B). Este efecto no se observo en cultivos a pH 5,5, condicion en la que el

sistema de dos componentes CpxR/CpxA no esté inducido (Danese y Silhavy 1997).
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La sobreexpresion de la lipoproteina de membrana externa NIpE indujo un
aumento de 3 veces la expresion desde el promotor Pscs (Figura 32 C, panel derecho).
La cepareporteraPcpxP::lacZ (PcpxP), se us6 como control positivo, ya que forma parte
del regulén Cpx (Price y Raivio 2009).

Se ha reportado que la sobreexpresion de NIpE estimula la via Cpx de manera
dependiente de CpxA (Snyder y col. 1995; Suntharalingam y col. 2003). Por lo que la
activacion transcripcional de scsABCD requiere de un sistema de dos componentes
CpxRA intacto. Asimismo, como el regulador CpxR puede modular la expresion génica
independientemente de la presencia de CpxA (De Wulf y col. 1999; DiGiuseppe y
Silhavy 2003), analizamos si la induccion de la expresion de scsABCD a pH 7, depende
de laquinasa sensora CpxA. Como se observaen laFig. 32 C, panel izquierdo, ladelecién

de cpxA disminuyd la expresion desde el promotor Pscs, a niveles similares al entorno

AcpxR.
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Figura 32. Los genes scsABCD son nuevos miembros del regulén Cpx. Su expresién transcripcional
inducida por cobre depende del sistema de dos componentes CpxRA. (A) Actividad B-galactosidasa de
la fusién transcripcional del promotor de scsABCD al reportero lacZ (Pscs) expresada en un entorno silvestre,
AcpxR, AcueR, AgolS, ArpoE y ArcsB, seguin se indica. Los cultivos fueron crecidos durante la noche en medio
LB en presencia de 1 mM de CuSOa4. (B) Actividad B-galactosidasa de la fusion transcripcionalPscsA-lacZ en
el cromosoma (Pscs) expresada en la cepa silvestre, AcpxR o la cepa AcpxR complementada con CpxR en trans
(AcpxR/pCPXR) sin o con la adicion de 100 uM de IPTG (+ IPTG) crecido durante la noche en LB tamponado
con 100 mM MES para ajustar el valor de pH a 7,0 0 5,5. (C) Panel izquierdo: Actividad B-galactosidasa de la
fusion transcripcional PscsA-lacZ (Pscs) en un entorno silvestre, AcpxR o AcpxA. Panel derecho: expresion
relativa desde el promotor Pscs-lacZ (Pscs) o desde el promotor PcpxP-lacZ (PcpxP) determinada en medio
LB. Coeficiente de induccion corresponde a la relacion entre las unidades de actividad B-galactosidasa (U.
Miller) de la cepa que no sobreexpresa NIpE (vector) o que sobreexpresa NIpE (pNLPE + IPTG) con respecto
a las U. Miller de las células que no sobreexpresan NIpE (vector), para cada fusion reportera cromosomal
segln se indica. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar. (D) Determinacion de los niveles
de transcripto de los genes scsA y scsB expuestos durante 10 minutos al agregado de 1mM CuSOsen la cepa
silvestre o mutante AcpxR. Las determinaciones se realizaron mediante RT-PCR en tiempo real. Los valores
se indican en veces de induccion respecto al cultivo no tratado (sin agregado de cobre) y se calcularon como
la cantidad relativa del gen blanco bajo la condicién experimental (tratado con cobre), normalizado al gen
de referencia (rnpB), dividido la cantidad relativa del gen blanco bajo la condicion control (sin cobre),
normalizado al gen de referencia rnpB. Los valores corresponden al promedio de dos experimentos
independientes y las barras de error refieren a la desviacion estandar.

Por ensayos de transcripcion en tiempo real (RT-qPCR) comprobamos que los
niveles transcripcionales de scsA y scsB que se inducen por cobre son modulados y
dependientes del regulador de respuesta CpxR. La supresién de cpxR perjudico de
manera significativa la activacién de la transcripcion de ambos genes, scsA y scsB,
mediada por Cu, aunque observamos induccién ain en ausencia de CpxR, sobre todo
en scsB, por lo que su activacion dependeria también de otros factores

transcripcionales (Figura 32 D).

En conclusidn, el operdn scsABCD forma parte del regulén Cpx y la activacién
por parte del regulador de respuesta CpxR depende de las sefiales que perturban la

envoltura celular sensadas por CpxA.
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Reportes previos en E. coli, han establecido una asociacion entre CpxRA y la
deteccion de metales como el cobre (Yamamoto y Ishihama 2006). Asimismo, los
principales genes que forman parte del regulén Cpx de E. coli, como degP, dsbA 'y ppiA
(N. L. Price y Raivio 2009), codifican para proteinas que cumplen funciones de
proteccion de laenvoltura celular. En nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que
CpxR cumple un rol en la resistencia a cobre (seccién IV.2.1) y que regula a cueP, que

codifica para una proteina que también participa en la tolerancia al metal.

6.2. CpxR regula la expresion de scsABCD actuando en forma directa sobre

Su promotor

Un analisis in silico de la regién promotora de los genes scs reveld la presencia
de un sitio de unién a CpxR putativo entre los nucleétidos -46 y -60 en relacion al sitio
de inicio de la transcripcion de scsABCD (Kroger y col. 2012). Esta secuencia, 5'-
GTAAAQttatGTCGG-3', difiere en s6lo 3 nucle6tidos con el sitio consenso 5'-
GTAAANSGTAAA-3'de reconocimiento de este regulador de respuesta (Yamamoto y
Ishihama 2006; N. L. Price y Raivio 2009).

Para confirmar lainteraccién de CpxR con esta regién promotora, se realizaron
ensayos de retardo de la movilidad electroforética en geles de poliacrilamida, usando
un fragmento de ADN amplificado por PCR que contiene la regién promotora de
scsABCD y cantidades crecientes de la proteina CpxR preincubada con acetil fosfato
para su fosforilacién in vitro (CpxR-P). Como se observa en la Figura 33 A, CpxR-P
produjo el retardo de la sonda a partir de una concentracion de 0,5 uM y al aumentar
la concentracion de CpxR-P se observa una disminucion de la sonda de ADN librey un
aumento en la especie ADN/CpxR-P. Para identificar el sitio de reconocimiento de CpxR
en el promotor de scsABCD (Pscs), se llevaron a cabo ensayos de proteccion ala ADNasa
I. El regulador CpxR-P protegié desde el nucledtido (nt) -37 al nt -62 en la hebra
codificante (panel izquierdo Figura 33 B) y desde el nt -42 al nt -66 en la hebra no
codificante (panel derecho Figura 33 B). Como se muestra en la Figura 33 C el sitio de
reconocimiento de CpxR (marcado en negrita) determinado experimentalmente

coincide con el predicho en el analisis in silico.
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Figura 33. CpxR interacciona con la region promotora de scsABCD. (A) Ensayos de retardo de la movilidad
electroforética en geles de poliacrilamida. Un fragmento de 303 pb que contiene la regién promotora de
scsABCD (Pscs) marcado con 32P fue incubado con 0, 0,5, 1, 2, 4 y 8 uM de CpxR purificada y pre incubada con
acetil fosfato (CpxR-P). ADN representa el fragmento de PCR sin retardo, la flecha indica el fragmento retardado
por CpxR-P (B) Mapeo del sitio de union de CpxR mediante analisis de ensayos de proteccion a la ADNasal con
la region promotora de scs. Se llevo a cabo sobre la region promotora de scs (Pscs) marcando tanto la hebra
codificante (HC) como la hebra no codificante (HNC). Los fragmentos de ADN fueron incubados con CpxR
purificada y pre incubada con acetil fosfato (CpxR-P) a las concentraciones finales de 5 y 10 uM. Las lineas
sdlidas indican las regiones protegidas por CpxR indicandose ademas las bases correspondientes a los extremos
de las regiones de proteccion. (C) Secuencia de ADN de la regidon promotora de scsABCD. Las lineas indican las
regiones protegidas por CpxR-P en cada hebra y en negrita se muestra el sitio de reconocimiento de CpxR en
Pscs, 5-GTAAAgttatGTCGG-3’ que se encuentra en orientacion opuesta al transcripto scsABCD. En el renglon de
abajo se muestra el sitio consenso de CpxR.

Construimos dos cepas mutantes, en una de ellas se reemplazaron las bases CT
del sitio de reconocimiento para CpxR por GC, denominada Pscs box()y en la otra, se
cambiaron y/o se deletaron bases dentro y fuera del sitio de reconocimiento (Pscs
box2). En la Figura 34 A se muestra en negrita la caja de reconocimiento de CpxR en el
promotor de scs y en subrayado se indican las bases cambiadas, determinadas por

secuenciacion. En la Figura 34 B se muestra el ensayo de proteccion a la ADNasa |,
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realizado con la regién promotora silvestre y con la region promotora mutada en el
sitio de unidén de CpxR Pscs boxA. En este experimento se evidencia la pérdida de
proteccién por parte de CpxR-P cuando se compara la sonda silvestre con la sonda con
el sitio mutado, lo que indica que CpxR requiere de estesitio en la region promotora de

SCs para su interaccion.

Se construyeron las fusiones reporteras enel plasmido sin promotor pMC1871
gue contiene el gen lacZ, usando el promotor silvestre Pscs, el promotor con deleciones
y modificaciones en el sitio de unién de CpxR, Pscs box4, y el promotor modificado en
dos bases del sitio de unién de CpxR Pscs box(), y se realizaron medidas de actividad 3-
galactosidasa. Como se observa en la Figura 34 C, la expresion del reportero desde el
promotor Pscsbox2 como desde el promotor Pscs boxOfue significativamente menor a
la expresion desde el promotor silvestre Pscs. Ademas, los valores de actividad B-
galactosidasa desde los promotores mutantes clonados en la cepa silvestre como en la
mutante que carece del regulador de respuesta CpxR (4cpxR) fueron similares. Esto
indica que la pérdida del sitio de reconocimiento de CpxR en el promotor de scs
previene su activacion por parte del regulador de respuesta CpxR. Y esto se observa
usando tanto una modificacion muy grande (debido al “gap” en el promotor Pscs box2),
como una pequefia modificacion (Pscs box®) que involucrd un cambio de Unicamente
dos nucledtidos en la caja de unién de CpxR, (Fig. 34. C). Estos resultados corroboran
la identidad del sitio de union predicho y ademés confirman que la regulacion
transcripcional de scsABCD depende de CpxR, que ejerce su activacion de manera

directa sobre este promotor.

A

Pscs (silvestre)

57 -GCGCCGACATAACTTTACAGGG- 3~
Pscs box®

5” - GCGCCGACATAACTTCAGAGGG- 37
Pscs boxA

57— GCGTA-AC-TAA-TG---AGGG- 3”
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Figura 34. CpxR regula de forma directa la expresion de scs. (A). Secuencia de ADN de la region
promotora de scs silvestre (Pscs), mutante con dos bases puntuales del sitio de reconocimiento para CpxR
cambiadas (Pscs box()) y mutante con bases dentro y fuera del sitio de reconocimiento cambiadas o
deletadas(Pscs box2). En negrita se indica la caja de reconocimiento de CpxR y en subrayado se indican las
bases cambiadas. (B) Interaccion directa de CpxR con el promotor de scs. Ensayos de proteccion a la ADNasa
I en la hebra no codificante del promotor de scssilvestre, Pscs, y modificado en el sitio de reconocimiento se
CpxR, Pscshox4, con 0; 0; 0,5 y 1uM de CpxR incubada con acetil fosfato (CpxR-P). (C) Medidas de actividad 8-
Galactosidasa (Unidades Millers) de la fusion transcripcional reportera, en el plasmido sin promotor
pPMC1871, Pscs (promotor silvestre) y las mutantes en el promotor de scs, Pscs box() y Pscs boxA expresadas
en un entorno silvestre o AcpxR. Los cultivos fueron crecidos a 37°C durante toda la hoche en medio LB MES
100 mM ajustado a pH 7,0. Se graficaron los valores promedios de tres experimentos independientes, las
barras de error corresponden al desvio estandar.
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En conjunto, los resultados mostrados suman evidencias a que el sistema de dos
componentes CpxR/CpxA participa en la homeostasis de cobre de Salmonella enterica
serovar Typhimurium activando transcripcionalmente a scsABCD. Estos genes se
inducen por cobre y confieren tolerancia a un exceso del metal. El locus scs es relevante
para la sobrevida de Salmonella ya que, a pesar de que este patdgeno codifica para
varias proteinas de tipo tiorredoxinas extracitoplasmaticas, demostramos que sélo
scsABCD se inducen por cobre, no asi dsbC, dsbG y dsbD, y ademas Unicamente las
mutantes que carecen de los genes scs mostraron un fenotipo mas marcado en la
resistencia al metal. Asimismo, de un analisis preliminar de los resultados de ensayos
de microarreglos, realizados en una estancia en el exterior por el Dr. Alejandro Pezza,
se identific6 un conjunto de genes activados por cobre de manera dependiente de CpxR,
entre ellos los genes scsABCD, pero no los genes dsbC, dsbG, dsbA y dipZ. Estos indicios,
sumado a que cuando se realizé una inspeccion de la regién promotora de estos genes
en busca de sitios de reconocimiento de CpxR no se encontraron cajas similares a la
consenso, nos dirigen hacia la idea de que Salmonella ha desarrollado estrategias para
lidiar con altas concentraciones de iones de metales como el cobre que le permitan
responder de manera adaptativa y rapida para mantener la viabilidad celular. En este
sentido, nuestros resultados sugieren una asociacion entre los sistemas de dos
componentes de transduccion de sefiales, como CpxRA que esta intimamente
implicado en el monitoreo de la acumulacion de perturbaciones en la envoltura celular
(Guest y Raivio 2016) y puede regular la expresion de los genes scsABCD, especificos
de Salmonella, relacionados con la sobrevida y virulencia bacterianas (Anwar y col.
2013; Verbrugghe y col. 2016), de manera tal de obtener respuestas adaptativas a los

cambios en la concentracion de cobre.

V.7. Rol de ScsABCD en la respuesta a estrés oxidativo

En primer lugar, evaluamos la sensibilidad de la cepa silvestre y de mutantes
en el locus scs frente a peroxido de hidrogeno. Incluimos como control positivo una
mutante en tpx (que codifica para una tiolperoxidasa) de Salmonella enterica, ya que
presenta una sensibilidad incrementada a perdxido de hidrogeno exdgeno (Horst y col.
2010).
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Figura 35. Los genes scsABCD participan en la respuesta a estrés mediado por peréxido de hidrégeno
exogeno. Curvas de crecimiento donde se determina la DOsoonm (DO) de los cultivos a los tiempos indicados
tanto para la cepa silvestre (circulo) y para las mutantes AscsBCD (triangulo), AscsABCD (rombo) y Atpx
(cuadrado), como control positivo. Los cultivos fueron crecidos en medio rico LB en condiciones de agitacion
y en aerobiosis, con el agregado de concentraciones crecientes de H202 exdgeno, segun se indica en la parte
superior de cada grafico. Los datos corresponden a valores promedio de dos experimentos independientes
llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

A una concentracion de 5mM de H202, se observo retardo en el crecimiento de
las mutantes AscsABCD y AscsBCD, evidenciado por una extension de la fase lag
respecto de la cepa silvestre (Figura 35). A esta concentracion el retardo de la mutante
Atpx fue mucho mas pronunciado (primer panel del medio), mostrando ya un defecto

en el crecimiento a la menor concentracién ensayada de 2,5 mM de H20. (panel
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superior derecho). La mutante que carece del locus completo scsABCD mostré mayor
sensibilidad al estrés oxidativo generado por 7,5 mM H202 que la cepa carente de los
genes scsBCD (segundo panel del medio), indicando un rol preponderante del producto
de scsA entre los genes del locus scs en la respuesta a este tipo de estrés. Todas las
mutantes fueron incapaces de crecer en un medio conteniendo 10 mM de H20: a

diferencia de la cepa silvestre (panel inferior derecho).

Si bien se ha reportado que la delecidon de scsA aumenta la sensibilidad a
peroxido de hidrégeno este fenotipo no se observo al eliminar el locus completo
scsABCD, aunque la ausencia de los cuatro genes provoco una mayor acumulacién de
proteinas periplasmaticas carboniladas en presencia de H202 (Anwar y col. 2013).
Nuestras determinaciones difieren parcialmente de las reportadas, ya que observamos
que las cepas que carecen de los genes scSABCD presentan defectos en el crecimiento
cuando estan expuestas a especies oxidativas, demostrando que los productos Scs
estan involucrados en la defensa contra el estrés oxidativo mediado por peréxido de
hidrogeno exdgeno y se requieren para el crecimiento 6ptimo de S. Typhimurium
frente a este tipo de estrés. Cada una de las mutantes individuales en los genes scs
presentd un defecto ante la presencia de H20., ademas de la contribucion de ScsA
indicada previamente. En comparacion, la mutante AscsA no presenté crecimientoa 7,5
mM H20:2 (Fig. 36 C), mientras que las mutantes AscsC y AscsD, mostraron una fase lag
mas prolongada a las dos concentraciones de H>O, ensayadas (Figura 36 By C). S6lo se
observé un retardo en el crecimiento de lamutante AscsB a la concentracion maés alta
de H20, ensayada (Fig. 36 C). Estos resultados destacan un rolpara todas las proteinas
Scs en la defensa contra estrés oxidativo, sugiriendo un nuevo vinculo entre las
proteinas que participan en el plegamiento oxidativo y los mecanismos anti-oxidativos

en la envoltura de este patégeno.
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Figura 36. ScsA contribuye mayormente a la respuesta a estrés oxidativo mediado por peroxido de
hidrégeno exogeno. (A-C) Curvas de crecimiento donde se determina la DOsoonm (DO) de los cultivos a los
tiempos indicados tanto para la cepa silvestre (circulo vacio) y para las mutantes AscsABCD (triangulo vacio),
AscsA (cuadrado vacio), AscsB (circulo lleno), AscsC (triangulo lleno) y AscsD (cuadrado lleno). Los cultivos
fueron crecidos en medio rico LB en condiciones de agitacion y en aerobiosis, con el agregado de
concentraciones crecientes de H202 exdgeno, segun se indica en la parte superior de cada grafico. Los datos
corresponden a valores promedio de tres experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las
barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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A LB + Cu B 5 mM H,0O, + Cu
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Figura 37. El cobre exdgeno protege a las cepas mutantes en los genes scs del estrés oxidativo
mediado por H202. (A-C) Curvas de crecimiento donde se determina la DOsoonm (DO) de los cultivos a los
tiempos indicados tanto para la cepa silvestre (circulo vacio) y para las mutantes AscsABCD (triangulo
vacio), AscsA (cuadrado vacio), AscsB (circulo lleno), AscsC (triangulo lleno) y AscsD (cuadrado lleno). Los
cultivos fueron crecidos en medio rico LB en condiciones de agitacion y en aerobiosis, con el agregado de
concentraciones crecientes de H202 exdgeno, en simultaneo con una concentracion fija subletal de 1 mM
CuSO4 (+ Cu), segin se indica. Los datos corresponden a valores promedio de tres experimentos
independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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Observamos que en ausencia de los productos del locus scs el cobre ejerce un
efecto protector al dafio producido por H20. (Figura 37 B y C). Esta proteccion se
evidencié como una disminucién en la extensién de la fase lag de las cepas mutantes,
sobre todo a la concentracion maxima de H202 (Figura 37 C vs Figura 36 C). Este efecto
se observé incluso cuando el cultivo de la cepa que carece de scSABCD fue pre-tratado
con 1 mM CuSOsdurante 1 h, lavado y luego expuesto a peroxido de hidrégeno durante
todo el crecimiento (Figura 38), por lo que la proteccion depende de la expresién

inducida por Cu, sobre todo en las cepas que carecen de scsA 'y de scsABCD.

5 mM H,0,
o 3 Figura 38. El pre-tratamiento con cobre
(m) exdgeno protege del estrés oxidativo mediado
por H202 en la mutante AscsABCD. Curvas de
2,5 crecimiento donde se determina la DOsoonm (DO)
de los cultivos a los tiempos indicados tanto para
2 la cepa silvestre (circulo) y para la mutante
AscsABCD  (triangulo). Los cultivos fueron
1,5 crecidos en medio rico LB en condiciones de
agitaciony en aerobiosis, con el agregado de 5 mM
1 de H202 a cultivos lavados después de un pre-
tratamiento con CuSO4 por una hora (simbolos
rellenos con color gris) o sin pre-tratamiento
05 (simbolos vacios). Los datos corresponden a
valores promedio de dos experimentos
0 independientes llevados a cabo por duplicado. Las
0 5 10 15 barras de error corresponden a la desviacion
Tiempo (h) estandar.
—O—silvestre —— AscsABCD
—0@—silvestre + Culh —A—AscsABCD +Culh

La causa principal de la toxicidad celular del Cuno ha sido del todo dilucidada
aun. Se ha postulado que, tal como ocurre in vitro, el Cu(l) reacciona con moléculas de
H-0, enddgenas para generar radicales hidroxilos (Duponty col. 2011) en un proceso
anélogo a la reaccion de Fenton. Cuando la reaccion anéloga es generada in vivo por
Fe(ll), los radicales hidroxilos son potentes oxidantes del ADN causando mutagénesis
y letalidad (Imlay y col. 1988). Sin embargo, son escasas las evidencias directas que
muestren que la generacion de EROs inducida por Cu es la causa principal de la
toxicidad del metal (Macomber y col. 2007). En E. coli, se han sugerido mecanismos
alternativos de la toxicidad por Cu en los cuales el cobre, en lugar de estar involucrado
en el dafio oxidativo del ADN, suprimiria el dafio mediado por el Fe (Macomber y col.
2007), aunque tampoco se ha demostrado cual esel mecanismo de esta proteccion.

Segun nuestros resultados (Figuras 37 y 38) el efecto protector que ejerce una
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concentracion subletal de cobre a las células que son crecidas en presencia de peroxido
de hidrégeno exdgeno, es mas marcado en las cepas que carecen de scsA 0 scSABCD.
Esto sugiere que en estos entornos se inducirian defensas antioxidantes mediadas por
cobre. El desbalance en la envoltura celular generado por la ausencia de las proteinas
Scs en presencia de H202 parece ser compensadoen parte por la preincorporacién de

cobre, mejorando el crecimiento de las cepas afectadas.

LB 5 mM H,0,
2,5 —O—silvestre 02’5 —O—silvestre
—— AscsABCD A —— AscsABCD
—@—silvestre + DIP —e@—ssilvestre + DIP
2 —&— ASCSABCD + DIP 2 —&— AScSABCD + DIP
15
1
0,5
0
0 5 10 15 0 5 10 15

Tiempo (h) Tiempo (h)
Figura 39. Curvas de crecimiento de la cepa silvestre y mutante AscsABCD en medio LB sin (A) y con el
agregado de 5 mM Hz202 (B) en ausencia o en presencia del quelante de hierro 2,2’-dipiridilo (+ DIP).
Se determind la DOsoonm (DO) de los cultivos a los tiempos indicados tanto para la cepa silvestre (circulo) y
para la mutante AscsABCD (triangulo). Los cultivos fueron crecidos en medio rico LB en condiciones de
agitacion y en aerobiosis, con el agregado de 5 mM de H202 en ausencia (simbolos vacios) o en presencia

(simbolos color negro) del quelante de hierro 2,2'-dipiridilo. Los datos corresponden a valores promedio de
dos experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. Las barras de error corresponden a la

Nuestros resultados muestran un efecto sutil que va en direccion a lo
reportado en E. coli por Macomber y colaboradores, que proponen que el cobre puede
proteger a las células que acumulan el metal y que se enfrentan a un estrés oxidativo
generado por peroxido de hidrégeno exégeno (Macomber y col. 2007), bloqueando el
dafio oxidativo generado por el hierro y el H20.. En este sentido, observamos una leve
recuperacion del crecimiento de la cepa mutante AscsABCD respecto de la cepa
silvestreen presencia del quelante de hierro 2,2'-dipiridilo (Figura 39), sugiriendoque
tanto cobre como un quelante de hierro pueden bloquear el dafio que produce el Fe en
presencia de H20,. De todas formas es evidente que existen otros mecanismos

involucrados en la reduccion del dafio oxidativo, ya que el efecto observado no fue muy
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marcado. Asimismo, se ha reportado que la produccién de sideroforos, como
enterobactina y salmoquelina, aumenta la sobrevida de Salmonella dentro de los
macrofagos, sobre todo durante las etapas tempranas de la infeccion, coincidiendo con
el estallido respiratorio (Achard y col. 2013). Ademas, la sintesis de estos sideréforos
tiene un rol adicional en la proteccion de las células bacterianas frente a las EROs, ya
gue una cepa que carece de algunas de las enzimas (EntC e IroB) que participan en la
biosintesis de estos sider6foros es mas sensible al estrés oxidativo generado por H20>
exogeno (Achard y col. 2013) y al suministrar el precursor de enterobactina &cido 2,3-
dihidroxibenzoico (DHB) se proporciona nuevamente proteccion frente a las EROs
(Achard y col. 2013). El locus entCEBA, que codifica para las enzimas implicadas en la
sintesis de enterobactina y salmoquelina, se induce luego de la exposicion a cobre de
Salmonella Typhimurium (Pontel y col. 2014) y también hemos observado, de los
resultados de los microarreglos realizados por Lucas Pontel, que el locus iroBCDE (que
participa en la biosintesis de salmoquelina) presenta un perfil transcripcional de
induccion por cobre similar al del locus entCEBA. En base a estas evidencias y
observaciones, postulamos que la proteccién por cobre, mas marcada en las mutantes
AscsA 'y AscsABCD, frente a un estrés generado por peroxido de hidrégeno, también
podria relacionarse a la activacion desideréforos, como enterobactina y salmoquelina,

capaces de proteger a las células del estrés oxidativo.

Los genes scsABCD presentan homologia a proteinas tipo tiorredoxinas, como
TIpA del género Neisseria (Gupta y col. 1997). Se ha reportado que estas
tiorredoxinasestan involucradas en la proteccién contra el estrés generado por
perdxido exdgeno en bacterias patdgenas, y se ha establecido un vinculo entre estas
proteinas y la virulencia de estos microorganismos (Achard y col. 2009; Andisi y col.
2012).
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V.8. DsbC cumple un rol en la proteccion contra el estrés oxidativo en

Salmonella Typhimurium

Como se ha detallado en la introduccion, uno de los mecanismos utilizados por
los macrdéfagos para controlar la sobrevida de Salmonella en el interior de la vacuola
que la contiene, es la produccion de intermediarios reactivos del oxigeno (EROs) y del
nitrégeno (ERNSs) (Slauch 2011). La oxidasa fagocitica produce superéxido que entra
al periplasma y potencialmente dafia a las bacterias por reduccion u oxidacion de
blancos desconocidos (Slauch 2011). SodCl protege a las células porque dismuta el
superoxido a peroxido de hidrogeno (Slauch 2011). Ademas, Salmonella produce
catalasas y peroxidasascapaces de mantener los niveles de perdxido por debajo de las
concentraciones toxicas (Slauch 2011). En el apartado anterior, observamos que las
proteinas Scs protegen la envoltura celular de S. Typhimurium del estrés oxidativo

generado por peréxido de hidrégeno.

Habiendo demostrado que el sistema ScsABCD participa en la proteccion
contra el estrés oxidativo, analizamos si otras proteinas de tipo tiorredoxinas
extracitoplamicas cumplen un rol en la defensa anti-oxidante. Comparamos las curvas
de crecimiento de la cepa silvestre y demutantes AdsbC, AscsC y AdsbC AscsC frente a

distintas concentraciones de perdxido de hidrogeno exdgeno (Fig. 40).

A o
3
2,5
2
1,5
1

. 10 0 5 . 10
Tiempo (h) Tiempo (h)
—O—silvestre —0— AdsbC —O—silvestre —O— AdsbC

—A— AscsC —{1—AdsbCAscsC —A— AscsC —{1— AdsbCAscsC
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Figura 40. DsbC cumple un rol predominante respecto a ScsC en la respuesta a estrés oxidativo
generado por peroxido de hidrégeno. Se determind la densidad dptica de las cepas silvestre (circulo), AscsC

(triangulo), AdsbC (rombo) y AscsC AdsbC (cuadrado) en funcién del tiempo en cultivos liquidos crecidos a 37
°C en microplaca de 96 wells con agitacion continua, sin agregado de H202 (LB) y con 2,5 y 5 mM final de H202.

Los resultados de la Figura 40 indican que DsbC cumple un rol en la proteccion
contra el estrés oxidativo generado por peréxido de hidrogeno exégeno en Salmonella
Typhimurium. La cepa que carece de dsbC muestra un marcado defecto en el
crecimiento en presencia de 2,5 mM H202, y lo mismo ocurre con la doble mutante
AdsbC AscsC mientras que la mutante AscsCy la cepa silvestre presentaron crecimiento
normal a esa concentracion. En presencia de 5 Mm H>02no se observé crecimiento de
las cepas mutantes AdsbC como AdsbC AscsC, mientras que la mutante AscsC mostro un
retardo sutil en su crecimiento respecto de la cepa silvestre (Figura 40). Esto indica
que DsbC tiene una participacion mas relevante que ScsC frente al estrés generado por
peroxido de hidrégeno. Si bien ambos sistemas de reduccion/isomerizacién, son
requeridos para la proteccion de la envoltura frente alestrés por cobre o por peroxido
de hidrogeno, sus roles se enmascaran y parecen diferenciarse en relevancia segun el
tipo de estrés; ScsC cumple un papel mas predominante frente al dafio por cobre y

DshC, frente al dafio oxidativo generado por peroxido de hidrégeno.

8.1. DsbC es requerida para el crecimiento éptimo en aerobiosis

Una mutante carente de las tres catalasas y las dos hidroperdxido reductasas

y en consecuencia, carentede 5 enzimas citoplasmaticas que eliminan H.0, forma
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largos filamentos tras el cambio deanaerobiosis/aerobiosis (Hebrard y col. 2009). Esto
puede asociarse a dificultades en la replicacion del ADN (Hebrard y col. 2009), como
asi también a una fuerte y descontrolada estimulacién de los sistemas de dos
componentes como PhoPQ o CpxRA (Delhaye, Collet, y Laloux 2016; Yadavalli y col.
2016), que puede conducir a perturbaciones en la homeostasis de peptidoglicano (PG)

o lipidos de membrana.

Nosotros observamos que la cepa AdsbC de S. Typhimurium presenta un
defecto sutilen el crecimiento atiin en medio rico (LB) en condiciones de agitacion y en
aerobiosis (Figura 40). A diferencia de las cepas silvestre y AscsC, observamos células
filamentadas en cultivos de la mutante AdsbC en LB con agitacion (Figura 41). Esto
sugiere que DsbC participa en la proteccion contra el dafio oxidativo generado tanto
por peréxido de hidrégeno exdgeno como por unshock respiratorio que ocurre durante
el cambio de anaerobiosis a aerobiosisy que es capaz de generar EROs end6genas. Esto
pone de manifiesto la relevancia de la proteina DsbC en la proteccion de la envoltura

de la oxidacién de residuos de cisteinas por las EROs.

Silvestre

/ -
c'.t;'j"-

Figura 41. DsbC presenta un defecto en el crecimiento relacionado a filamentacién. Cepas de
Salmonella enterica serovar. Typhimurium 14028 (Silvestre), AscsC y AdsbC fueron crecidas en medio rico
LB anaerdébicamente hasta fase logaritmica temprana. Posteriormente se inocularon en un medio fresco LB
y crecidas aerébicamente hasta DO soonm de 0,5 y se observaron en el microscopio (Magnificacion 100 X).
Las flechas sefialan las bacterias que forman largos filamentos.
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En el ambiente oxidante del periplasma, existen proteinas que requieren que
sus residuos de cisteinas sean mantenidos en estado reducido (Depuydt y col. 2009;
Denoncin y col. 2014). Debido a que estos residuos no estan formando enlaces
disulfuro, dichas cisteinas son vulnerables a la oxidacién y pueden ser dafiadas por las
EROs en el periplasma mediante la formacion de acido sulfénico (Artsy col. 2015). Se
conocen muy pocos sustratos de DsbC, sobre todo los de este tipo que necesitan que
sus cisteinas sean reducidas y protegidas de la sulfenilacién y posterior inactividad si
las especies sulfeniladas contintian su oxidacion a las formas irreversibles. Los defectos
observados en la mutante AdsbC frente a aerobiosis y condiciones mas oxidantes como
el agregado de perédxido de hidrégeno exdgeno, sugieren que DsbC de Salmonella
enterica presenta sustratos sensibles a la oxidacion que pueden estar involucrados en
el ensamblaje de PGy laintegridad de las membranas, ya que al ser inactivados generan

grandes defectos en el crecimiento y aberraciones morfoldgicas como la filamentacion.

Contar con multiples vias de reduccion en el medio ambiente oxidante del
periplasma cobra relevancia para un patégeno como Salmonella, no sélo para asegurar
el correcto plegamiento en este compartimento, sino también para contribuir con la
proteccién de las proteinas contra la inactivacion, tanto por la eliminacién directa de
las EROs antes de que alcancen sus blancos proteicos, o por asegurar la reparacion de
las proteinas oxidadas. De esta forma, se puede asociar un mayor nimero de proteinas
de tipo tiorredoxinas periplasméticas a una mayor contribucion especifica en la
defensa frente a los radicales oxigénicos generados por los macréfagos,
microorganismos competidores y ambientes ricos en metales. Asi, las bacterias
patogenas, entre ellas Salmonella, han convertido a determinadas proteinas en un
arsenal defensivo frente al ataque de células fagociticas, contribuyendo
significativamente a su potencial virulento. Asimismo, este arsenal podria contribuir
no sélo dentro del hospedador sino también en la sobrevida de los patégenos en el
medio ambiente, favoreciendo también a la efectividad con que se transmiten ya que

aumenta la persistencia de Salmonella 'y por ende su virulencia.
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V.9. Conclusiones Capitulo Il

En este capitulo se avanzé en la caracterizacion de los genes scsA, scsB, scsCy
scsD, en su rol en la homeostasis de Cu y participacién en la proteccién contra el dafio

oxidativo y en la regulacion de la expresion de estos genes, inducida por cobre.

La tecnologia de microarreglos de ADN nos permitié evaluar el patrén de
expresion de Salmonella Typhimurium silvestre bajo estrés generado por cobre o por
zinc. En particular, el analisis realizado en esta oportunidad se focaliz6 en la busqueda
de nuevos genes que se encuentren activados por cobre y que sean especificos de
especie. De esta manera se logr6 identificar el locus scs, supresor de la sensibilidad a
cobre, que codifica para proteinas de la envoltura celular bacteriana. Mediante ensayos
de RT-PCR y RT-gPCR validamos los resultados obtenidos de los microarreglos y
ademas observamos que los genes scsA 'y scsB estan fuertemente inducidos por cobre,
incluso hasta una hora después de exposicion al metal. Esta induccién fue especifica de
cobre y no de zinc, por lo que productos Scs protegerian blancos concretos de la

envoltura bacteriana deldafio por un exceso de cobre.

Demostramos que los genes scsA se transcriben principalmente a partir de la

regién promotora de scsA, lo que sugiere que estarian conformando un operoén.

La induccion inducida por cobre de los genes scsA, scsB, scsC y scsD esta
relacionada con su rol en la homeostasis de cobre, ya que también corroboramos y
pudimos correlacionar los resultados transcripcionales con los obtenidos
fenotipicamente. Evidenciamos el rol de las proteinas ScsABCD en laresistenciaacobre
en aerobiosis, ya que existen diferencias en la concentracién inhibitoria minima para

este metal entre AscsABCD y la cepa silvestre.

Asimismo, s6lo observamos que este sistema confiere resistencia a cobre pero
no a otros metales ensayados, que al igual que el cobre pueden generar toxicidad
desplazando cofactores metélicos nativos. El sistema Scs constituye un nuevo

mecanismo de respuestay resistencia al estrés generado por cobre en el periplasma.

ScsC, DsbC y DsbG son requeridas para la resistencia a Cu, pero el rol de ScsC es
mas relevante para aliviar el estrés generado por este metal en el periplasma. DsbC y

DsbG cumplirian un papel de respaldo que actia sobre todo cuando ScsC no puede
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funcionar correctamente. Las tres isomerasas/reductasaspresentarian distintos

blancos en la respuesta al estrés por cobre.

Avanzamos en la caracterizacién de los sistemas extracitoplasmaticos que
participan en la proteccion contra el dafio oxidativo en este compartimento. El sistema
ScsABCD cumple un rol en la resistencia a perdxido de hidrogeno exdgeno, lo que
sugiere que Salmonella Typhimurium cuenta con estas proteinas como defensa

antioxidante para detoxificar el periplasma antes de que el dafio llegue al citoplasma.

DsbC es una de las proteinas periplasméaticas que cumple un rol mas
predominante en la defensa contra el estrés oxidativo. Una cepa que carece de DshC,
presenta alteraciones en su crecimiento éptimo en aerobiosis, que esta asociado a
aberraciones morfologicas como la filamentacién. Frente a un shock respiratorio, se
requiere la participacion de DsbC para mantener reducidos a los residuos de cisteinas
vulnerables a las especies reactivas del oxigeno. Asimismo, en comparacién con el rol
de la proteina Scs, DsbC es necesaria a menores concentraciones de peroxido de
hidrégeno exdgeno, lo que pone de relieve su rol més predominante frente a especies

oxidantes que perturban el periplasmay otorga un rol de respaldo a ScsC.

Salmonella enterica serovar Typhimurium mantiene esta amplia variedad de
genes que codifican para proteinas de tipo tiorredoxinas periplasmaéticas ya que
cumplirian distintos roles en la defensa frente a diferentes perturbaciones de la
envoltura. Hemos observado que los genes scsABCD se inducen por cobre, no asi los
genes del sistema Dsb, lo que constituye una modulacién diferencial de la expresion de
este repertorio de genes, otorgandole a un patégeno como Salmonella distintas
capacidades para proteger a las células de la toxicidad generada por cobre o peroxido

de hidrdgeno.

Demostramos que la expresion de scsABCD depende del sistema de dos
componentes de respuesta a estrés de envoltura celular CpxRA. Se demostré que a pH
neutro, la expresion de scsABCD requiere de las sefiales detectadas por la histidina
quinasa CpxA que activa mediante fosforilacion a la proteina reguladora de la
respuesta CpxR. CpxR regula positivamente y de manera directa la transcripcién de scs,

reconociendo su sitio de unién en la regién promotora de scsSABCD.
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Mediante retardo de la movilidad electroforética y ensayos de proteccién a la
ADNasa | se demostro que la proteina reguladora CpxR se une a la regién promotora
de scs a través de su caja CpxR y que este sitio de reconocimiento es esencial para su
interaccion con el promotor de los genes scs. Ademéas demostramos que este sitio de
unién de CpxR se necesita in vivo para modular la transcripcién de scsABCD. Asimismo
la sobreexpresion de la lipoproteina NIpE induce la transcripcién de los genes scs, 1o
que suma evidencias a la necesidad de un sistema Cpx intacto para la modulacion
génica de scs. La presencia de un sitio de unién a CpxR dentro de 100 pb del sitio de
inicio de la transcripcion independientemente de la orientacion se correlaciona
positivamente con una fuerte regulacién dependiente de Cpx. Todo esto demuestra que
los genes scs son nuevos miembros del regulén Cpx y estan regulados fuertemente por

este sistema.
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CONCLUSIONES GENERALES

V1. CONCLUSIONES GENERALES

En Salmonella Typhimurium se ha demostrado que CueP cumple un rol
relevante en la resistencia a cobre en condiciones de anaerobiosis (Pontel y Soncini
2009). La expresion de CueP requiere de la activacién simultanea por parte de los
reguladores transcripcionales CueR y CpxR, que reconocen y se inducen por la
presencia de cobre en el citoplasma y por el estrés que causa el exceso del metal en la

envoltura bacteriana, respectivamente.

Bajo condiciones de estrés de la envoltura causadas por exceso de cobre, el
regulador de respuesta CpxR, fosforilado por la histidina quinasa CpxA, aumenta su
afinidad por su sitio de unién en el promotor de cueP. La activacion de CpxR por la
proteina sensora CpxA es necesaria para coordinar la sefial del estrés periplasmatico
con la sefal citoplasmatica detectada por CueR, que detecta Cu(l) en el citosol (Figura
12). Demostramos que la regulacion por parte de CpxR es esencial para que CueP

proteja del dafio generado por cobre en condiciones de anaerobiosis (Figura 13).

Demostramos también la relevancia fisiologica del control estricto de la
expresion espacio-temporal de CueP que se logra gracias a la accion coordinada de dos
reguladores, CueR y CpxR/CpxA que detectan diferentes estimulos en compartimentos
distintos. Observamos que la presencia de cobre estimula la expresion de CueP desde
su promotor nativo a partir de las tres horas de exposicion al metal, alcanzando un
maximo entre las cinco y doce horas, es decir, durante la fase exponencial tardia y
estacionaria de la curva de crecimiento. En esas fases de crecimiento se observa una
diferencia marcada entre la ausencia y presencia de cobre exégeno (Fig. 14), a
diferencia de lo que ocurre cuando artificialmente direccionamos la expresion a traves
de un promotor independiente de CpxR (Fig. 14). En este caso, observamos una
expresion desregulada de la sintesis de CueP que afecta el crecimiento de Salmonella
Typhimurium tanto en aerobiosis como en condiciones de estrés oxidativo generado
por peréxido de hidrégeno (Figuras 16), indicando que la falta de control en la
expresion de cueP no es favorable para el fitness de Salmonella en ciertas condiciones

ambientales.
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CpxR~Py CueR-Cu se unen a sus sitios de reconocimiento presentes en laregion
promotora de cueP. Diversos ensayos de retardo de la movilidad electroforética
(EMSA) nos permitieron identificar y caracterizar la naturaleza de los complejos
formados entre la ARNP, CueR y CpxR sobre el promotor de cueP. Esto nos permitio
analizar cémo el metaloregulador CueR, en sus dos estados, apo- y holo-CueR, afecta
junto con CpxR~P la transcripcién de cueP. Evaluamos también como el regulador de
respuesta CpxR, en sus dos estados, fosforilado o no fosforilado, participa en la
formacién de complejos activos que transitan a especies competentes para el inicio de
la transcripcion de cueP. Los resultados de la Figura 19 indican que CpxR~P es
necesario para la formaciéon de complejos activos transcripcionalmente con la ARN
polimerasa, mientras que CueR-Cu, como un tipico regulador tipo MerR, facilita la
orientacion apropiada de los elementos -35 y -10 del promotor de cueP. CueR es su
estado inactivo (apo-CueR), forma complejos cerrados, reforzando el dominio de
especies cerradas que no transitan a complejos abiertos cuando se incuba en conjunto
con CpxR~P (Fig. 19). En cambio, la presencia del efector Cu unido a CueR (CueR-Cu),
promueve la formacién de complejos cerrados que se estabilizan junto con CpxR~P
para transitar a complejos abiertos competentes que pueden dar inicio a la
transcripcion de cueP al adicionar NTPs (figura 19 A y B). De los dos reguladores
transcripcionales, Unicamente el regulador de respuesta CpxR~P es esencial para el
reclutamiento de la ARNP en el promotor de cueP (Figura 20). Tanto CpxR como
CpxR~P forman complejos abiertos (Figura 22), aunque luego direccionados a un final
distinto, siendo solo el estado fosforilado el que promueve los complejos de iniciacion
(Figura 22), lo que le otorgaria una ventaja a Salmonella para eliminar rapidamente la
activacion transcripcional de cueP una vez que la sefial que fosforila a CpxR es
removida. De esta manera, se podria desactivar la expresion de cueP cuando las
condiciones no son las apropiadas para su sintesis, como por ejemplo frente a estrés
oxidativo. Demostramos que tanto el cobre unido a CueR como la fosforilacion de CpxR
son claves para el control fino del inicio de la transcripcion de cueP que codifica para la

principal cuproproteina de la envoltura bacteriana.

En la segunda parte de este trabajo de Tesis profundizamos en el vinculo entre
el sistema de respuesta a estrés de envoltura CpxR y la homeostasis de cobre en

Salmonella. Caracterizamos funcional y transcripcionalmente a los genes del locus scs,
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especificos de este patdgeno, que codifican para proteinas de la envoltura celular. Al
igual que cueP, los genes scsA, scsB, scsC y scsD se inducen por cobre (Figuras 23y 24)
y participan de manera especifica en la resistencia a cobre y no a otros metales
ensayados (Figuras 27, 28, 29 y 30). Demostramos también que forman parte de la
defensa anti-oxidativa de la envoltura bacteriana contra las especies reactivas del
oxigeno (EROs) generadas por peréxido de hidrégeno (Figuras 35y 36). Ambos roles,
ya sea la proteccion frente a un exceso de cobre o de H202, son compartidos con otras
proteinas homélogas de tipo tiorredoxinas extracitoplasmaticas. Las tres proteinas de
tipo isomerasas/reductasas, ScsC, DsbC y DsbG son requeridas para la resistenciaa Cu,
pero el rol de ScsC es més relevante para aliviar el estrés generado por este metal en el
periplasma. DsbC es una de las proteinas periplasmaéticas de tipo tiorredoxinas que
cumple un rol méas predominante en la defensa contra el estrés oxidativo (Fig. 40),
mientras que el sistema ScsABCD participa en respuesta a concentraciones mas
elevadas de especies oxidantes (Fig. 36). Hemos avanzado en la caracterizacién de
estos sistemas de la envoltura celular de Salmonella que participan en la proteccion
contra el dafio oxidativo en este compartimento, por lo que S. Typhimurium cuenta con
estas proteinas como defensa antioxidante para detoxificar el periplasma antes de que

el dafio de las EROs llegue al citoplasma.

Observamos que los genes scsABCD se inducen por cobre, no asi los genes del
sistema Dsb (Figura 23y 25), lo que le otorga a un patégeno como Salmonella distintas
capacidades para proteger a las células de la toxicidad generada por cobre o peroxido
de hidrégeno, mediante la modulacion de la expresién de estos genes. En relacion a
esto, determinamos que los genes scs pertenecen al regulon Cpx y que la induccién por

cobre depende del sistema de dos componentes CpxR/CpxA (Figuras 32y 33).

Si bien Salmonella Typhimurium carece de un sistema especifico de repuesta a
iones de cobre en la envoltura bacteriana, ya que perdid el operén cusCFBA, controlado
transcripcionalmente por el sistema de transduccion de sefial de dos componentes
CusR/CusS, es capaz de responder al exceso de cobre en el periplasma bacteriano
induciendo la transcripcién de genes especificos de su género, como cueP y los genes
del locus scs. Esta induccion por cobre depende del regulador de respuesta CpxR

activado por la histidina quinasa CpxA, que detecta la sefial en la envoltura bacteriana.
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Una vez activado, CpxR reconoce su sitio de union sobre la regién promotora de estos
genes, promoviendo asi la transcripcién de cueP y los genes scsABCD, cuyos productos
participan en la resistencia a cobre. Se ha reportado que CueP y el sistema Scs cumplen
un rol en la virulencia de Salmonella (B.-Y. Yoon, Yeom, y col. 2014; Anwar y col. 2013;
Verbrugghe y col. 2016). Por lo que la adquisicion y mantenimiento de estos genes
podria ser ventajoso para la respuesta adaptativa de Salmonella Typhimurium frente a
un estrés por cobre que ponga en riesgo la homeostasis del metal en la envoltura
bacteriana y, al mismo tiempo, garantice su persistencia tanto fuera como dentro del

hospedador, favoreciendo su virulencia.
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S. enterica subespecie enterica serovar Typhimurium es uno de los serovares no
tifoideos mas comunmente aislados en el mundo y tiene la capacidad de persistir y
proliferar en el medio ambiente desarrollando un estilo de vida ciclico hospedador-
ambiente externo-hospedador. En estos habitats S. Typhimurium encuentra metales
de transicion esenciales y/o téxicos que pueden afectar su sobrevida cuando su
concentracion supera un umbral determinado. Este patégeno ha desarrollado sistemas
que le permiten monitorear iones de cobre y modular la expresién de factores
involucrados en la remocién de este metal para mantener su homeostasis y prevenir
su toxicidad. El regulador transcripcional CueR detecta de manera especifica los iones
de Cu(l) en el citoplasma e induce la transcripcion de copA, cuiD y cueP. Los productos
de estos genes participan en forma directa y especifica en la resistencia al metal.
Salmonella dispone ademas de sistemas no especificos de respuesta a estrés celular
gue son importantes moduladores de las respuesta global a metales. En este trabajo de
Tesis vinculamos al sistema de dos componentes de respuesta a estrés de envoltura
CpxR/CpxA con la homeostasis de cobre en Salmonella. En el Capitulo I, dilucidamos el
rol fisiolégico de la regulacion coordinada de cueP por parte de CueR y de CpxR/CpxA.
Demostramos que la funcion de CueP frente al estrés por cobre en anaerobiosis
depende de esta co-regulacion, y que este control transcripcional estricto es necesario
para permitir la expresion de CueP Unicamente en las condiciones ambientales dénde
es requerida. Asimismo estudiamos en detalles los aspectos mecanisticos de esta
regulacién, demostrando que son requeridos tanto la forma metalada de CueR (CueR-
Cu), como CpxR fosforilado (CpxR~P) para promover la formaciéon de complejos
activos y productivos para el inicio de la transcripcion de cueP. En el Capitulo Il
identificamos a los genes del locus scs, especificos de este patégeno, como nuevos
miembros del regulon Cpx, profundizando en el vinculo entre la respuesta Cpx y el
equilibrio de los niveles de cobre que generan estrés en la envoltura de Salmonella.
Demostramos que la induccion por cobre de estos genes depende de la activacién por
parte del sistema Cpx. La sobrevida y persistencia de Salmonella también puede ser
afectada por un desbalance entre la produccion de especies reactivas y la produccion

y/0 accion de los antioxidantes. En este trabajo avanzamos en la caracterizacion de
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sistemas extracitoplasmaticos que participan en la proteccion contra el dafio oxidativo

en la envoltura bacteriana.
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