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Resumen

RESUMEN

El cobre y el zinc son iones metalicos esenciales, pero téxicos en exceso.
Las bacterias han desarrollado estrategias tanto especificas para dichos iones
como no especificas, de manera de controlar la concentracion intracelular de
ambos metales, asegurando un suministro adecuado y al mismo tiempo evitando
su toxicidad. En el primer Capitulo de esta Tesis, comparamos los perfiles
transcripcionales de Salmonella Typhimurium luego de exponer a la bacteria a
un exceso de cobre y zinc por un periodo de tiempo en un medio rico y en un
medio minimo. Ademas de las vias regulatorias especificas para dichos metales,
observamos que muchas vias de respuesta a estrés global también se activan
ante un exceso de estos metales. En el segundo Capitulo, nos enfocamos en la
respuesta de genes del regulén Zur de Salmonella frente a un exceso de cobre y
zinc. Reconocimos un patrén de expresion caracteristico de estos genes y, de esta
manera, identificamos nuevos genes pertenecientes al reguléon. Los genes
identificados en esta Tesis codifican para dos proteinas ribosomales que, a
diferencia de sus paralogos, no unen iones zinc (RpmE2 y Rpm]2); dos
inhibidores de lisozimas tipo G (STM14_1454 y STM14_3193); y por ultimo, un
gen que codifica a un ARN pequefio cuyo blanco no ha sido identificado adin
(isrD). Verificamos los perfiles trancripcionales de estos genes por RT-PCR
semicuantitativa y/o por ensayos de actividad B-galactosidasa, y confirmamos
que el represor Zur es el responsable de su regulaciéon transcripcional, y que
interacciona directamente con los promotores de estos genes. Observamos que la
induccién de los genes del reguléon Zur responde a distintas concentraciones de
zinc en el medio, aconteciendo de manera jerarquica, permitiéndonos proponer
un modelo de expresién secuencial donde los genes se transcriben de acuerdo a
la severidad de la escasez de zinc a la que la bacteria se enfrenta. Por otro lado,
se determind6 que los genes STM14_1454 y STM14 3193 no estan involucrados en
el crecimiento de Salmonella en medios con baja concentracidon de zinc, pero
estan implicados en la sobrevida dentro de células fagociticas. Por ultimo, en el
tercer Capitulo detectamos genes relacionados con la homeostasis de hierro que

se inducen ante el agregado de cobre en el medio. Estos hallazgos nos
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permitieron establecer la existencia de una nueva via de detoxificacién del cobre

donde la enterobactina y el transportador TolC estan involucrados.
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Introduccion

1. SALMONELLA

1.1. EL GENERO SALMONELLA

La primera descripcion de bacterias del género Salmonella se remonta a
finales del siglo XIX, cuando Daniel Elmer Salmon y Theobald Smith aislaron
Salmonella Choleraesuis en muestras tomadas de un cerdo con peste porcina. Ya
en 1900 el bacteridlogo frances Joseph Léon Marcel Ligniéres sugirié que estas

bacterias se denominaran Salmonella, en honor a Salmon.

Salmonella es un género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae,
compuesto de bacilos Gram negativos méviles, anaerobios facultativos 1.
Comprende a las especies bongoriy enterica 2, y esta dltima se divide a su vez en
seis subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica, y houtenaue,
también denominadas subespecies del grupo I, II, Illa, IIlb, IV y VI,
respectivamente 3. Las distintas subespecies, a su vez se pueden clasificar en
serotipos o serovariedades considerando los perfiles de antigenicidad de cada
una. Hasta el momento se han identificado mas de 2500 serotipos dentro de la
subespecie enterica, incluyendo a S. Typhi, S. Paratyphi, S. Enteritidis y S.
Typhimurium 3. Las cepas en el serogrupo S. enterica subesp. enterica (S.
enterica) causan aproximadamente el 99% de las infecciones por Salmonella en
humanos y animales de sangre caliente. Cepas con serotipos pertenecientes a las
demads subespecies fueron aislados fundamentalmente de animales de sangre

fria y del ambiente, especialmente del acuatico *.

A pesar de que son genéticamente muy semejantes, existe una enorme
variacién en la virulencia y en la epidemiologia de los diferentes serotipos de S.
enterica. Por ejemplo, S. enterica serovar Typhi (S. Typhi), agente causal de la
enfermedad sistémica conocida como fiebre tifoidea o entérica, es un patégeno
exclusivo de humanos. La fiebre tifoidea es un problema global, con mas de 27
millones de casos a nivel mundial cada aio, resultando en una estimacion de

217.000 muertes >. Serotipos no tifoideos de Salmonella (NTS, de sus siglas en
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inglés Non-Typhoidal Salmonellae), como S. enterica serovar Typhimurium (S.
Typhimurium), infectan multiples hospedadores y generalmente son
responsables de gastroenteritis en humanos y otros animales, la cual es
autolimitada en hospedadores previamente sanos. Sin embargo, S. Typhimurium
provoca una infecciéon sistémica en ratones susceptibles que se asemeja a la
fiebre tifoidea, y esto ha sido ampliamente usado como modelo de estudio en

patogénesis bacteriana.

Las infecciones por serovares NTS causan un estimativo de 93,8 millones
de casos y 155.000 muertes a nivel mundial cada afio >. Los serotipos NTS son un
problema muy importante en Africa subsahariana, donde el HIV, la malaria y la
desnutricion infantil generan estragos en las poblaciones, y los serovares NTS
causan bacteriemias severas, tanto en ninos como en adultos, con una

mortalidad de un 20 al 25% de los casos .

1.2. CICLO INFECTIVO DE SALMONELLA Y FACTORES DE VIRULENCIA

La infeccién por Salmonella generalmente comienza por la ingestion de
agua o alimentos contaminados. Las vias de contaminaciéon con Salmonella mas
comunes se ilustran en la Figura I1. Es un organismo zoondtico y, aunque es un
potencial patdgeno para humanos y animales, es frecuente encontrar casos de
portadores asintomaticos. Los animales conforman el mayor reservorio de
Salmonella, pero la actividad humana y de otros animales ha resultado en la
diseminacion de esta bacteria dentro de otros nichos ambientales, y deberia ser
considerada como un organismo ambiental cuya propagacion pareceria

continuar y aumentar en el futuro 7.

En paises desarrollados, los serovares NTS generan gastroenteritis o
enterocolitis autolimitada en individuos inmunocompetentes, con nauseas,
vOmitos, diarrea acuosa y dolor abdominal 8. Mas del 5% de los pacientes

desarrollaran una infeccién bacteriana secundaria, pero la mortalidad asociada a
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los serotipos NTS es muy baja (1-5%). Salmonella no tifoidea puede persistir en
el tracto gastrointestinal luego de pasados los sintomas de la enfermedad, mas
aun si se utiliz6 alguna terapia antimicrobiana como tratamiento °. Las
bacteriemias causadas por los serotipos NTS ocurren fundamentalmente en
grupos de riesgo, como pacientes inmunosuprimidos debido a una infeccién por
HIV, uso de esteroides, cancer, diabetes, enfermedad renal o hepatica o en recién

nacidos o ancianos, entre otros factores 10.

Contacto directo con aves
infectadas

Contacto con heces de aves
infectadas

Consumo de alimentos
contaminados, crudos o mal

cocidos
s
- ») =

o

Contacto directo con animales

de granja infectados

Contacto con heces de animales
= de granja infectados

Figura I1. Vias de infeccion con Salmonella Typhimurium mds comunes. Los animales
conforman el mayor reservorio de Salmonella, pero la actividad humana y de otros animales ha
resultado en la diseminacion de esta bacteria dentro de otros nichos ambientales.
Frecuentemente, la fuente de contaminacién, particularmente de alimentos procesados y
animales, puede correlacionarse con la cepa de Salmonella encontrada en el ambiente local.

Salmonella es una bacteria intracelular facultativa. Luego de la
colonizacidon del intestino, Salmonella penetra en enterocitos, células M y células
dendriticas en el epitelio intestinal. De manera subsecuente, aquellas bacterias
que alcancen la submucosa pueden ser internalizadas por los macrofagos y ser

diseminadas rapidamente a través del sistema reticuloendotelial, acumulandose
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en los nddulos linfaticos mesentéricos y el bazo 11. La habilidad de Salmonella
para sobrevivir en una variedad de células del hospedador es vital para su éxito

como patégeno 12,

En los préximos parrafos se presenta un resumen del repertorio de
factores bacterianos y del hospedador que determinan el resultado de una

infeccion, enfocandonos principalmente en el serovar Typhimurium.

1.2.1. Internalizacion en células del hospedador

La internalizacién de Salmonella en células del hospedador puede ocurrir
por al menos dos procesos distintos (Fig. 12). Los fagocitos profesionales, como
los macréfagos, utilizan el mecanismo de fagocitosis para reconocer e
internalizar bacterias. Salmonella también puede inducir su propia
internalizacidon en este tipo celular de manera activa utilizando el sistema de
secrecion tipo III o T3SS1 (T3SS, de sus siglas en inglés Type III Secretion
System). Los T3SS son complejos proteicos capaces de transportar proteinas
efectoras directamente desde el citoplasma bacteriano al citosol de la célula
hospedadora. Estos efectores modulan procesos celulares para el beneficio del
patégeno, como la arquitectura del citoesqueleto, el trafico de membranas, la
transduccion de sefiales y la replicacién 13-15, Los T3SS son estructuras
especializadas que exhiben secrecién dependiente de contacto, y consisten en un
complejo con forma de aguja, que permite que las proteinas secretadas pasen a
través de las membranas bacterianas interna y externa, y un aparato de

exportacidn, que crea un poro en la membrana de la célula hospedadora 1¢.

En un proceso extremadamente coordinado un pequefio grupo de
proteinas efectoras (SipA, SipC, SopB/SigD, SopD, SopE2 y SptP) inducen un
dramatico rearreglo del citoesqueleto de actina, concentrandose en la membrana
e iniciando lo que se conoce como ruffling, dando lugar a la rapida
internalizacién de la bacteria (para conocer mas en detalle este mecanismo
referirse al trabajo de McGhie y col. 17). Ademas de la fagocitosis y de la invasiéon

mediada por el T3SS1, las fimbrias y las adhesinas de tipo no fimbriales de la
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superficie de Salmonella también pueden mediar la unién e internalizacién a

través de un mecanismo independiente del T3SS1 18

Invasién independiente
del T3551*

Ruffles
‘ Otros factores: BapA, ShdA,

fimbria tipo 1

‘ Fagocitosis

Invasion mediada por el
73551
Efectores del T3SS1: SipA,
SipB, SipC, SipD, SopA, SopB,
SopE, SopE2, SopD
Otros factores: SiiE, flagelo

Expresion génica

Efectores del T3551: AvrA

Efectores del T3552: Ssel, SspH1
Otros factores: flagelina

Maduracion y
posicionamiento de la S
Efectores del T3551: SipA,
SopB, SopE, SopA, SopD
N Otros factores: SipC, SpvB,
\SseF, SseG, Ssel, Ssel, SspH2

@\ Sobrevida y replicacion intravacuolar
Efectores del T3SS1: SipA, SopB, SopD, SptP
Efectores del T3552: combinacion de efectores, su
requerimiento no ha sido comprobado
Otros factores: enterobactina, salmoquelina, FeoB,
FepD, MgtA, MgtB, SitABCD, SodC1, TolC, ZnuABC

Figura 12. Factores de virulencia involucrados en la sobrevida intracelular de
Salmonella. La bacteria puede ingresar a la célula hospedadora mediante invasion
mediada por el T3SS1 o por fagocitosis. Ademas, en varios tipos celulares puede ocurrir un
tipo de invasién independiente del T3551*, que es mediado por las fimbrias o adhesinas no
fimbriales. Luego de la internalizacién, Salmonella se mantiene en un fagosoma modifcado
conocido como Vacuola que Contiene a Salmonella (SCV). La biogénesis de la SCV y su
translocacién al centro organizador de microtibulos (MTOC) involucra interacciones con la
via endocitica del hospedador y con los microtubulos, esto es mediado por una variedad de
efectores proteicos del T3SS1 y T3SS2. La sobrevida y la replicacién dentro de la SCV
dependen de factores involucrados en la captura de nutrientes y en eludir mecansimos
antibacterianos. Las lineas amarillas y azules representan la actina, asociada con la invasidn
y la SCV, y los microtubulos, requeridos en el posicionamiento de la SCV y la formaciéon de
los Sifs, respectivamente. Adaptado de Ibarra y Steele-Mortimer, 2009.
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1.2.2. Lavacuola que contiene a Salmonella

Luego de la internalizacidn, Salmonella sobrevive y se replica dentro de un
fagosoma modificado denominado Vacuola que Contiene a Salmonella (SCV, del
inglés Salmonella-Containing Vacuole), la cual se destaca inicialmente por la
acumulacién de marcadores endosomales tempranos. Estos marcadores
tempranos son rapidamente removidos y, dentro de los 60 a 90 minutos luego de
la invasion, las SCVs se ven enriquecidas en marcadores endosomales tardios y
lisosomales, particularmente por glicoproteinas lisosomales 1°. Al mismo tiempo,
la SCV se moviliza desde la periferia de la célula a una posicién yuxtanuclear, en
el centro organizador de microtibulos 2021, El comienzo de la replicacién
intracelular se acompafia en algunos tipos celulares por la aparicién de
filamentos denominados Sifs (por Salmonella-Induced Filaments), que consiste

en una red de tdbulos membranosos que irradian desde la SCV 22,

1.2.3. Factores de virulencia que afectan la sobrevida intracelular de

Salmonella

Mientras que el T3SS1 transloca proteinas efectoras involucradas en la
invasion de Salmonella, esta bacteria ademas codifica para el T3SS2 que funciona
como puerta para el intercambio de material entre la SCV y el citoplasma del
hospedador 23, translocando efectores a través de la membrana fagosomal para
promover la replicacién intracelular y la diseminacion sistémica 24. Salmonella
codifica también para un sistema de secrecion tipo I, las fimbrias, el flagelo y
transportadores de iones, que se ha demostrado que tienen roles importantes en
el establecimiento y mantenimiento del nicho intracelular. Muchos de estos
factores requeridos para la virulencia se encuentran codificados en islas de
patogenicidad en el cromosoma, que en Salmonella se denominan SPI (por
Salmonella Pathogenesis Islands). De hecho, T3SS1 y T3SS2 se encuentran
codificados en la SPI1 y SPI2, respectivamente 1317, Como se menciond
anteriormente, los procesos de invasién y post-invasion tempranos estan
modulados por el T3SS1, el flagelo, las fimbrias y las adhesinas no fimbriales; y, a

continuacidn se inducen el T3SS2 y los factores para la adquisicion de nutrientes
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y la evasion de mecanismos antibacterianos 25. Todos estos eventos complejos se
encuentran temporalmente solapados en el tiempo 12. En la Figura I2 se resumen

algunos de los efectores implicados en estos procesos arriba mencionados.

En los ultimos 20 afios hubo un gran progreso en el entendimiento de
cémo Salmonella es capaz de interactuar con las células del hospedador. Sin

embargo, muchas preguntas aiin quedan sin responder.

1.3. SUPERVIVENCIA DE SALMONELLA EN EL MEDIO AMBIENTE

A diferencia de otras bacterias patégenas, Salmonella tiene la capacidad de
persistir y proliferar en el medio ambiente, atin frente a variaciones en la
temperatura, osmolaridad, pH y disponibilidad de nutrientes, desarrollando un
estilo de vida ciclico hospedador-ambiente-hospedador 2¢. Si bien el paradigma
actual indica que el hospedador animal es el habitat primario de esta bacteria
entérica, la misma es frecuentemente aislada de diferentes fuentes acuosas que
sirven como reservorio bacteriano y pueden facilitar la transmisién entre
hospedadores 26. Ademas puede estar ampliamente diseminada en suelos y
sedimentos 27. Las particulas de suelo funcionan como nichos microecolégicos en
los cuales las bacterias pueden sobrevivir y replicarse. Se ha observado que
Salmonella posee una amplia capacidad de adhesién que le permite establecerse
en la superficie de particulas sélidas, de donde obtiene nutrientes, se replica y

protege de la accidn de protozoos predadores 428,

Si se la compara con Escherichia coli, uno de los géneros mas cercanos 2°,
Salmonella puede soportar mayores fluctuaciones ambientales y puede persistir
en ambientes acuosos por mas tiempo 26. Esta capacidad adaptativa sugiere que
esta bacteria cuenta con un repertorio de genes que le permiten adaptar su
metabolismo a las diversas condiciones a las que se enfrenta. De hecho,
Salmonella posee un nimero importante de genes que estan ausentes en otras

especies entéricas relacionadas, y que no serian requeridos para la virulencia
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2629y es posible que los mismos estén involucrados en su supervivencia fuera
del hospedador. En los nichos donde suele aislarse esta bacteria se distinguen
ambientes ricos en metales pesados 30. Aunque los metales se encuentran
principalmente secuestrados como depdsitos de minerales, con la
industrializacién, grandes cantidades de éstos fueron extraidos, liberados y
dispersados sobre la superficie terrestre, proceso que estd aumentando
exponencialmente. Sumado a esto y a diferencia de la mayoria de los
contaminantes organicos, los metales pesados son persistentes y por lo tanto se
acumulan en el medio ambiente 3. En los dltimos afos se ha observado un gran
incremento en la resistencia microbiana a metales, en la que se involucran tanto
el desarrollo o la adquisicién de mecanismos de resistencia por medio de

transferencia horizontal de genes 32.

2. HOMEOSTASIS DE METALES PESADOS: SU VINCULACION CON LA
PATOGENESIS

Durante el proceso infeccioso Salmonella se enfrenta a diversos
microambientes que le imponen diferentes tipos de estrés. Luego de la ingesta,
Salmonella debe sobrevivir al pH acido estomacal antes de poder llegar al
intestino delgado 33. En el caso de una gastroenteritis localizada, la respuesta del
sistema inmune es prominente 3435, Durante la infeccidn sistémica, la bacteria
atraviesa la barrera intestinal mediante su dispersion dentro de fagocitos
profesionales para colonizar diversos tejidos, donde se formaran los focos
sistémicos de la infeccion 33. La destreza de S. enterica sv. Typhimurium de
sobrevivir dentro de la SCV en estos fagocitos es crucial para la virulencia
durante una infeccidn sistémica, a pesar de los mecanismos antibacterianos que
se gatillan dentro de este compartimento 3¢, y que incluyen a especies reactivas
del oxigeno que provienen de la cadena respiratoria, la produccién de 6xido
nitrico catalizado por una éxido nitrico sintasa inducible, la reducciéon del pH

debido a la ATPasa vacuolar, la fusién de lisosomas que cargan hidrolasas y
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péptidos catidnicos antimicrobianos, asi como también la fluctuaciéon en los

niveles de metales intravacuolares 37-42,

2.1. EL REQUERIMIENTO DE METALES EN LOS SERES VIVOS

Los metales poseen una conductividad térmica y eléctrica elevada, y todos
son sélidos a temperatura ambiente, a excepcidon del mercurio. Los seres vivos
requieren iones metdlicos para su desarrollo normal. Algunos como Na(I), Mg(II),
K(I) y Ca(Il) son requeridos en grandes cantidades mientras que otros son
necesarios en cantidades trazas 43. Entre estos ultimos encontramos metales de
transicion como Mn, Fe, Co, Ni, V, Mo, Zn, Cu y W que se caracterizan por tener la
misma configuracion electrénica de su capa s pero diferir en sus orbitales d. Los
orbitales d incompletos permiten que los metales formen compuestos complejos
con cuatro o seis ligandos, que generalmente son elementos no metalicos como
nitrogeno, oxigeno o azufre con electrones libres. Los metales de transicion como
el hierro, el manganeso, el cobre, el zinc, cobalto y niquel, tienen numerosos roles
biolégicos, formando parte de numerosas proteinas, funcionando como
elementos estructurales o como cofactores en enzimas. Algunos de éstos
participan en la transferencia de electrones, en el balance osmético de la célula o
como componentes de metaloenzimas 44-47, y son incorporados frecuentemente a
las metaloproteinas, incluyendo metaloenzimas, proteinas de almacenamiento y
factores de transcripcién, por lo que estos micronutrientes son esenciales para

sostener la vida 48.

La importancia de los metales de transicion en la fisiologia celular puede
deducirse por el analisis de las bases de datos de proteinas, las cuales predicen
que aproximadamente un 30 % de todas las proteinas interaccionan con un
cofactor metdalico 4749, Particularmente, el correcto funcionamiento del sistema
inmune de vertebrados depende de los metales de transicién y una deficiencia en

ellos puede afectar la respuesta inmune innata y adaptativa 59. Sin embargo, su
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exceso puede causar toxicidad, ya que pueden desplazar a otros metales de sus
sitios de unidén en otras proteinas inhibiendo su actividad o, en caso de los
metales con actividad redox, como el hierro y el cobre, su participacién en
reacciones tipo Fenton puede promover la generacién de radicales hidroxilos
altamente téxicos que dafian a biomoléculas como el ADN, proteinas y lipidos 51.
Por lo tanto, evolutivamente se han desarrollado mecanismos que de alguna
manera permitan detectar las variaciones de estos elementos esenciales y

adaptarse para asegurar la viabilidad celular.

Existe ademas un grupo de metales de transicion a los que atn no se les
conoce un rol biolégico y son cominmente denominados metales pesados o

toxicos, entre los que se destacan Au, Ag, Hg, Cd y Cr 5253,

2.2. INMUNIDAD NUTRICIONAL

La disponibilidad de metales en el ambiente puede variar debido a
muchos factores incluyendo el nivel de oxigeno, pH y la presencia de materia
orgdnica, sulfatos y carbonatos >4 El requerimiento de un determinado metal
puede alterarse debido a cambios en la actividad metabdlica y la produccién
enzimatica, pero también puede afectarse por su disponibilidad ambiental >5-58,
Durante la infeccion, S. Typhimurium se enfrenta con cambios dramaticos en la
disponibilidad de ciertos metales esenciales, tanto intra- como
extracelularmente. En parte esto esta vinculado a la liberacion por parte del
hospedador de proteinas antimicrobianas que unen estos metales en conjunto
con cambios generalizados en la homeostasis metalica en respuesta a la
infeccion. Un ejemplo es la expresion de la hormona hepcidina que altera la
homeostasis del hierro 5960, Una de las respuestas por parte de los macroéfagos a
la infeccién por Salmonella y a la exposicién a citoquinas y otros mediadores de
la inflamacién, es la disminucién de los niveles de zinc intracelulares y un

aumento de los niveles de cobre ¢1.62, Esta estrategia que utilizan los vertebrados
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de secuestrar un nutriente esencial, es un fendmeno que se conoce como
INMUNIDAD NUTRICIONAL ©3. La sobrevida de S. Typhimurium dentro del
hospedador requiere entonces que pueda protegerse contra la toxicidad mediada
por ciertos metales a la vez que compita eficientemente con el hospedador para

la captacion de metales que le son esenciales.

2.2.1. Inmunidad nutricional relacionada al hierro

El ejemplo mas estudiado de inmunidad nutricional es el secuestro de
hierro por parte del hospedador, incluso este término fue acufiado originalmente
para referirse a esta restriccién en la disponibilidad del hierro, pero luego se
aplicé a los mecanismos para manipular otros metales esenciales o para referirse
a la toxicidad de estos metales dirigida contra los invasores microbianos 6364, El
hierro es un cofactor esencial y, como tal, juega un papel crucial en diversos
procesos fisioldgicos, como la replicacion del ADN, la transcripcién y el
metabolismo central 48. El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la
corteza terrestre y es el metal de transicion mas abundante en el cuerpo humano.
De los metales redox activos, el hierro es el mas utilizado, seguido por el cobre y
el molibdeno. En eucariotas aproximadamente el 50% de las proteinas que
contienen hierro no hemo son oxidorreductasas o proteinas de transferencia de
electrones. El hierro tipo hemo es también un importante cofactor en la

respiracion y para varios otros procesos metabdlicos y biosintéticos 48.

Se han caracterizado numerosos factores bacterianos y del hospedador
que son criticos en su competencia en la adquisiciéon del hierro. En esta
competencia el hospedador limita el contenido de este nutriente esencial en los
sitios de infeccién (Fig. 13), mientras que diversos patégenos han elaborado

mecanismos alternativos para su captacion 63.64,
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2.2.1.1. Mecanismos del hospedador para manipular el hierro

En vertebrados, la mayor parte del hierro se encuentra unido al grupo
hemo, un anillo de tatrapirrol que une un dtomo de Fe(II). El grupo hemo es el
cofactor en la hemoglobina, la proteina transportadora de oxigeno. Esta proteina,
ademas, se encuentra dentro de los eritrocitos. Ante la liberaciéon de hemogobina
o el grupo hemo por mecanismos de lisis celular, estas moléculas son

rapidamente capturadas por la haptoglobina y la hemopexina, respectivamente

65,
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Figura 13. Limitacion del hierro durante una infeccién bacteriana. Se muestra el panorama
de las estrategias en un hospedador vertebrado. El Fe®* se almacena
intracelularmenteacomplejado con la ferritina (F), unido a la transferrina del suero (TF) o a la
lactoferrina (LTF) en las superficies de las mucosas. En la sangre, el Fe?* se encuentra formando un
complejo con el grupo hemo, el cual se encuentra unido a la hemoglobina dentro de los glébulos
rojos. Cuando se produce la lisis de los eritrocitos, la hemoglobina es unida por la haptoglobina
(HP), y el grupo hemo libre es secuestrado por la hemopexina (HPX). Ademds de estas proteinas
de unién de hemo, la lipocalina asociadad a la gelatinasa de los neutrdéfilos (NGAL) une y secuestra
los sideréforos bacterianos que quelan el Fe3*. La proteina de los macréfagos asociada a la
resistencia natural 1 (NRAMP1) se localiza en la membrana del fagosomal, donde bombea Fe?*y
Mn?* fuera del compartimento fagosomal, reduciendo abruptamente el acceso a estos metales.
Adaptado de Hood y Skaar, 2012.
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El hierro también se almacena intracelularmente, como Fe(IIl), en la
proteina de almacenamiento ferritina. Ademas, la proteina de macréfago
asociada a la resistencia natural 1 (NRAMP1) se localiza en la membrana
fagosomal, donde expulsa Fe(II) y Mg(Il) fuera del compartimento fagosomal
reduciendo ain mas el acceso de estos metales por parte de patégenos que
residan dentro del fagosoma 6667, El Fe(Ill) también puede unirse con alta
afinidad a la lactoferrina, una glicoproteina globular de la familia de la
transferrina presente en secreciones como la leche materna, ldgrimas y saliva; la
lactoferrina se encuentra ademds formando los granulos de los leucocitos
polimorfonucelares, siendo entonces un componente crucial de la respuesta

innata de las mucosas ©8.

2.2.1.2. Mecanismos bacterianos para capturar el hierro

Los patogenos han desarrollado mecanismos que le permiten escapar a la
inmunidad nutricional. En el caso del hierro, estas estrategias son numerosas y
variadas. Quizas la tactica mas elegante desarrollada por las bacterias para evitar
la escasez de hierro es el caso de Borrelia burgdorferi, el agente causal de la
enfermedad de Lyme, este patégeno sustituy¢ al hierro por el manganeso dentro

de sus enzimas, por lo que no requiere hierro para infectar a su hospedador ©°.

Las estrategias de adquisiciéon de hierro pueden dividirse en produccién
de sideréforos y sistemas de adquisicion de hemo y Fe(II) libre. Los sideré6foros
son quelantes de hierro de masa molecular pequefia secretados por bacterias
que unen Fe(III) con una afinidad que supera a la de la transferrina y lactoferrina
70, Como estas moléculas son muy grandes para difundir a través de porinas no
selectivas de la membrana de bacterias Gram negativas, el transporte de
sideroforos depende de energia El periplasma carece de ATP o de gradientes
ionicos que puedan dirigir el transporte a través de la membrana externa. Por lo
tanto, el sistema TonB-ExbB-ExbD aprovecha la energia generada en la
membrana interna por el gradiente de protones para mediar el transporte a
través de la membrana externa. En el periplasma, las proteinas de uni6on a

sustrato (SBPs, de sus siglas en inglés Substrate-Binding Proteins), que en este
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sistema son miembros de la familia de transportadores tipo ABC (del inglés ATP-
Binding Cassette), reconocen el complejo sidero6foro-Fe(IIl) y en ultima instancia,
lanza el complejo al transportador tipo ABC correspondiente. Las bacterias Gram
positivas también expresan las proteinas SBPs, pero en este caso se encuentran
ancladas a la membrana citoplasmatica. Tanto en Gram positivos como en Gram
negativos, cuando el complejo sider6foro-Fe(III) llega al citoplasma, la liberacién
del Fe(IIl) se produce por la reduccién del hierro a Fe(II) o por la degradacién
del sideréforo. El resultado es la liberacion del Fe(II) para ser utilizado por la

bacteria.

2.2.1.3. Siderdforos bacterianos

Para poder adquirir el hierro en un ambiente limitante en este metal, las
bacterias sintetizan y secretan compuestos de bajo peso molecular, llamados
sidero6foros, que tienen una gran afinidad para unir Fe3*. La mayoria de los
sidero6foros son producidos por el mecanismo de sintesis peptidica no ribosomal
(NRPS, de las siglas en inglés para Non-Ribosomal Peptide Synthesis), son
pequefios polipéptidos que contienen cadenas laterales y grupos funcionales que
proveen una alta afinidad para coordinar iones férricos 7172. Un ejemplo de esto
es la sintesis del siderdforo enterobactina. Los pasos finales de este camino los
realizan las proteinas Ent (codificadas por los genes entD, entF y entCEBA) 7374,
La transcripcion de estos genes se encuentra bajo el control del represor Fur en
Salmonella Typhimurium entre otras bacterias 7>76. Fur es una proteina de unién
al ADN que reconoce secuencias especificas, utiliza Fe?* o Mn2* como
correpresor, y bloquea la transcripcién de sus genes blanco 77. Por lo tanto, el
control transcripcional de la sintesis de la enterobactina se encuentra regulado
por la concentracién intracelular del i6n ferroso (Fe%*) 78; cuando la
concentracion de Fe2* es baja, se induce la producciéon del sideréforo 7°. Los
sidero6foros unidos al hierro son subsecuentemente transportados dentro de la
célula para abastecerla de este metal. La Figura 14 muestra las estructuras de

varios sidero6foros bacterianos.
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Figura 14. Estructuras de varios siderdforos bacterianos. Se muestran las estructuras
quimicas de la enterobactina de E. coli; la vibriobactina de V. cholerae; la acinetobactina de
Acinetobacter calcoaceticus; la micobactina T de M. tuberculosis; la pioverdina y piochelina de P.
aeruginosa; la anguibactina de V. anguillarum; y la yersiniabactina de Y. pestis. Tomado de Crosa
y Walsh, 2002.

Existen tres tipos principales de grupos funcionales de coordinacién
dentro de los sidero6foros. El primer grupo consiste en cadenas laterales de N-
hidroxiaminoacidos, como en la anguibactina, siendo el atomo de oxigeno uno de
los ligandos para el Fe3*. En segundo lugar, se encuentran los hidroxilos
adyacentes de los anillos de catecoles, casi siempre derivados del 2,3-
dihidroxibenzoato (DHB), como los que se encuentran presentes en la
enterobactina, anguibactina y acinetobactina. Algunas variantes pueden
involucrar motivos fenolicos como ligandos del hierro. Las tres cadenas laterales
de catecolatos en la enterobactina de E. coli generan una geometria de
coordinacion hexadentada perfecta para unir el ién férrico con una Kp estimada
de 1052 M, convirtiendo a la enterobactina en un sumidero de hierro
extraordinariamente bueno 72 (Fig. I5). La tercer clase de ligandos consisten en
atomos de nitrégeno de anillos pentaédricos generados por la ciclacién

enzimdtica de las cadenas laterales de cisteina, serina o treonina. Este tipo de
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coordinacion es una caracteristica comun en los sider6foros pioquelina,

yersiniabactina, vibriobactina, anguibactina y acinetobactina 8081,

Para impedir la adquisicion de hierro debido a la produccion de
sider6foros bacterianos, los vertebrados producen lipocalina asociada a la
gelatinasa del neutrdfilo (NGAL, de sus siglas en inglés Neutrophil Gelatinase-
Associated Lipocalin; también conocida como lipocalina 2 o siderocalina), que
une y secuestra ciertos sider6foros 82. Sin embargo, algunas bacterias pueden
producir sideré6foros modificados quimicamente que no son reconocidos por la

lipocalina 2 8384,
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Figura 1I5. Estructuras espaciales de la apo-enterobactina y de Ila
enterobactina acomplejada al hierro. Se muestra con claridad a los grupos que
coordinan al Fe3*, los cuales consisten en seis atomos de oxigeno provenientes de
tres grupos difendlicos. Este complejo requiere una sdla molécula de
enterobactina. Adaptado de Crosa y Walsh, 2002.

La inmunidad nutricional no es una estrategia exclusiva de vertebrados,
muchas plantas también utilizan este mecanismo para manejar sus reservas de
hierro e impedir su captacién por parte de patdégenos 85-87, Claramente, la
inmunidad nutricional generada por el hierro es una estrategia del sistema

inmune innato dentro de los distintos reinos de la vida.
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2.2.1.4. TolCy el transporte de la enterobactina

TolC pertenece a la familia de proteinas de flujo de membrana externa
(OEP, de las siglas para Outer membrane Efflux Prtoteins), cuyos miembros
funcionan en conjunto con tres tipos de sistemas de transportadores: los del tipo
ABC que poseen un casete de union al ATP, los del tipo resistencia-nodulacion-
division (RND), y la familia mayor de facilitadores (MF) 88. La asociacién entre los
transportadores y las OEPs se encuentra mediada por proteinas periplasmicas
llamadas proteinas de fusién a membranas (MFPs, de sus siglas en inglés
Membrane Fusion Proteins) 8°. En la Figura 116 se muestra el modelo de estas
asociaciones. La caracteristica principal de este modelo es que TolC y otras OEPs

se expanden por la membrana externa hacia el periplasma.

A
Membrana
externa
Figura 16. Modelo de la disposicién
espacial adoptada por las OEPs,
MFP Espacio IMPs y las MFPs. El flujo puede ser
periplasmico  |levado a cabo desde el citoplasma o
bien desde el periplasma,
< L\ dependiendo de las proteinas que
) Membrana estén participando en el transporte.
/ ' interna Adaptado de Kimy col., 2011.
IMP
Citoplasma

TolC de E. coli se encuentra implicado en la exportacién de sideréforos
que son requeridos para la adquisicion de hierro 2091, La captura de hierro en
respuesta a su escasez dentro de la célula se atribuye a la enterobactina, la cual
es secretada al medio, y luego de secuestrar el hierro, es transportada
nuevamente al interior celular como enterobactina férrica (Fig. 17). La delecién
de tolC resulta en una pérdida total en la exportacion de la enterobactina y de la

captura del hierro. 92
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Figura 17. Representacion esquemdtica de la biosintesis de
enterobactina y su transporte en E. coli. Se enumeran los distintos
pasos del ciclo de la enterobactina: (A) sintesis de la enterobactina por los
productos de los genes del locus entABCEFH; (B) la enterobactina es
transportada hacia TolC via EntS; (C) la enterobactina sale de la célula via
TolC; (D) FepA une y transporta el complejo Fe3+-enterobactina hacia el
periplasma; (E) FepB une la enterobactina férrica en el periplasma, y las
proteinas de membrana interna FepCDG la importa hacia el citoplasma; (F)
la proteina Fes degrada la enterobactina, liberando el hierro para que sea
utilizado en las reacciones citoplasmaticas y creando fragmentos de DHBS
(mono-, di- y tri-dihidroxybenzoilserina, los cuales son quelantes de hierro
también) a partir de la enterobactina. Adaptado de Vega y Young, 2014.

2.2.2. Inmunidad nutricional: competencia por el zinc

Al igual que el hierro, el zinc es un nutriente esencial responsable del
mantenimiento de la estructura y de la actividad catabdlica de diversas
proteinas, asi como de la estabilizacion de diferentes motivos presentes en
reguladores transcripcionales en los que este metal de transicién forma parte de
estructuras como los denominados dedos de zinc, los anillos de zinc o los

dominios LIM 93,94,
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En mamiferos las concentraciones de zinc son muy variables. Asi, pueden
ser limitantes en el plasma 9, donde mayoritariamente se encuentra unido a
proteinas como la albumina o la a2-macroglobulina; mientras que en otros
fluidos como el semen pueden ser mucho mas altas, llegando a 53 pg/ml, niveles
que resultan potencialmente toxicos para microorganismos como N. gonorrhoeae
95, Esta variabilidad hace que ciertas bacterias patégenas hayan desarrollado

también sistemas de control para la homeostasis de este metal.

Existen mas de 300 enzimas bacterianas dependientes de zinc por su
papel en la estabilidad estructural o para su actividad catalitica. La concentracion
en el ambiente de este elemento necesaria para el desarrollo de bacterias es de
0.5-1 uM 93. Sin embargo, elevadas concentraciones de zinc pueden resultar
nocivas ya que, entre otros efectos, puede producir la inhibicion de la respiracion
por el dafio directo de algunos citocromos 9, o interferir por competencia en la
unién de otros iones metalicos que, como el propio Zn, se encuentran en centros
cataliticos o estabilizando determinadas estructuras proteicas °7. Las bacterias
han desarrollado diferentes mecanismos de control de los sistemas de
adquisicion y de exportacion de este metal al exterior debido a las fluctuaciones

que encuentran en la concentracion de zinc en mamiferos %> y en el ambiente.

2.2.2.1. Una mirada desde el hospedador

El zinc es el segundo metal de transicion mas abundante en vertebrados y
se estima que interacttia con alrededor del 10% de sus proteinas %8. Los niveles
de zinc en tejidos puede variar desde 0,8 pg/g en el suero, hasta 100 y 200 pg/g
en el bazo, higado y rifiones 92190, En vertebrados, el zinc funciona como cofactor
en proteinas y puede tener tanto un rol estructural como catalitico. Este metal es
critico para el mantenimiento inmunoldgico, incluso una leve deficiencia de zinc
resulta en defectos tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa 0. A
pesar que una insuficiencia de zinc resulte en efectos pleiotropicos en el sistema
inmune, evidencias recientes sugieren que el hospedador secuestra activamente

este metal durante una infeccién para impedir el crecimiento bacteriano 101-105,
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Los avances técnicos que permiten imagenes de la distribuciéon de metales
dentro de secciones de tejidos muestran el secuestro de zinc durante la infeccion
microbiana. Por ablacién laser acoplada a la espectrometria de masas con fuente
de plasma de acoplamiento inductivo (LA-ICP-MS, de sus siglas en inglés Laser
Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) se observé que un
absceso causado por Staphylococcus aureus se encuentra virtualmente depletado
de zinc, a niveles indetectables. Esto contrasta con el alto nivel de zinc presente
en los tejidos sanos circundantes 101, Aunque no se conocen los factores
responsables de este secuestro de zinc, la carencia de este nutriente en estos

abscesos parece ser una estrategia para el control de la infeccidn.

El sistema inmune mantiene el equilibrio del zinc mediante tres
mecanismos: el transporte, el almacenamiento y la unién de este metal (Fig. 18).
Mientras que los eucariotas mas simples como los hongos poseen unos pocos
transportadores de Zn(II) 196, los mamiferos poseemos hasta 24 transportadores,
llamados ZIPs (SLC39a, importadores) y ZNTs (Slc30a, exportadores). Algunos
transportadores tienen un patrén de expresién ubicuo y otros exhiben una
especificidad de tejido y una funcién irreemplazable. Por ejemplo, Slc30al se
expresa en diferentes 6rganos, mientras que Slc39a4 se encuentra solo en rifién
e intestino delgado, y es absolutamente esencial para la absorcién del zinc de la
dieta 107, La organizacién espacial de los transportadores regula el zinc en el
citosol y en compartimentos intracelulares incluyendo el complejo de Golgi, las
mitocondrias y los zincosomas, que son una fuente del metal durante su
deficiencia 198, La complejidad de los transportadores de zinc refleja la necesidad
de una homeostasis estricta y de un sistema regulatorio que responda a los
diferentes estimulos biol6gicos de manera especifica, ya sea en una organela, una
célula o un tejido. Por ejemplo, la interleuquina 6 induce el importe de zinc via el
transportador ZIP14 en hepatocitos 199, mientras que el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos gatilla la captacion de zinc por medio de

ZIP2 en macroéfagos 110.

Las células fagociticas y las células presentadoras de antigeno del sistema
inmune capturan bacterias en fagosomas, que luego se fusionan con lisosomas

quedando las bacterias a merced de un ataque de factores antimicrobianos. ZIP8,
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Figura 18. Esquema de la regulacién de Zn en fagocitos. Los mecanismos

de regulacion de zinc en fagocitos pueden agruparse en tres categorias: el
transporte del Zn?*, el almacenamiento y la unién del metal. (A) El
transporte del Zn?* a través de la membrana es mediado por los
transportadores ZIPs y ZNTs. (B) El Zn?* intracelular es transportado hacia y
almacenado en organelas como los endosomas, lisosomas, Golgi vy
zincosomas por medio de varios transportadores representados en la figura;
los transportadores que median el trafico de zinc en los zincosomas no se
han identificado auin. (C) El Zn?* se une y es secuestrado asi por proteinas de
uniéon al metal secretadas o intracelulares como la calprotectina y las
metalotioneinas. Adaptado de Vigneshy col., 2013.

que pertenece a la familia de proteinas Zrt Irt de transportadores de zinc, se
expresa en macrofagos y en células T estimuladas 102103, En las células T
estimuladas, ZIP8 se asocia con la proteina lisosomal Lamp1, sugiriendo una
asociacion con el lisosoma 103, Los estudios iniciales definen a ZIP8 como un
transportador de zinc, siendo esto consistente con su pertenencia a la familia Zrt
Irt 102, De acuerdo con esto, ademas, las células T disminuyen su nivel de zinc
lisosomal luego de ser activados, y las células que sobreexpresan ZIP8 poseen

cantidades elevadas de zinc en el citosol 102103, Estos resultados son consistentes
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con el modelo que postula que ZIP8 transporta zinc desde el lisosoma al
citoplasma como un mecanismo que evita el funcionamiento de los procesos

dependientes de zinc del patégeno.

No solo se reducen los niveles de zinc dentro de los lisosomas, los
vertebrados pueden también disminuir el zinc citoplasmatico en respuesta a una
infeccion bacteriana. La estimulacion de las células dendriticas con
lipopolisacarido resulta en una represion de la expresion de los importadores
ZIP y aumenta la expresion de los exportadores de este metal, disminuyendo asi

los niveles de zinc en el citoplasma 104105,

Ademas de los transportadores, existen otras proteinas que ayudan a
mantener el equilibrio del zinc. Las metalotioneinas (MTs) comprenden una
clase de proteinas de unién a metal que regulan el zinc y previenen de una
intoxicacion. Las MTs unen Zn(II) con una afinidad en el rango picomolar y
poseen siete sitios de unién, uno de los cuales es capaz de intercambiar zinc de
manera mas rapida, e interactiia con el glutation, el ATP o el GTP para liberar el
Zn(II) 111, Estas propiedades facilitan el mecanismo de intercambio de manera
controlada en los fagocitos infectados, restringiendo el acceso del

microorganismo al metal.

Sumado a los transportadores y a las MTs, los fagocitos también producen
calprotectina, una proteina con afinidad nanomolar por Zn(II). La calprotectina
es una proteina de uniéon a calcio, zinc y manganeso compuesta de dos
subunidades de 8 y 14 kDa (S100A8 o calgranulina A, y S100A9 o calgranulina B,
respectivamente) 112, La calprotectina se expresa principalmente en neutréfilos y
macrofagos, mientras que en los linfocitos se encuentra ausente.
Aproximadamente, el 40% de las proteinas citosélicas de los neutrdfilos
corresponde a la calprotectina 113. De demostrada accién antimicrobiana frente a
bacterias y hongos, ha sido implicada en la defensa contra infecciones por

Salmonella Typhimurium 114y S. aureus 101,

Otros miembros de la familia de proteinas S100 son la psoriasina

(S100A7), la cual es secretada por los queratinocitos que también inhibe el
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crecimiento microbiano mediante el quelado de los iones Zn(II)115, y la

calgranulina C (S100A12) que puede unir tanto zinc como cobrel16,

Los vertebrados también utilizan el exceso de zinc como mecanismo para
evitar una infecciéon. En humanos, los macréfagos pueden generar un ambiente
toxico para Mycobacterium debido a una intoxicacién con zinc 117. Por lo tanto, el
sistema inmune puede utilizar el zinc en caminos opuestos para combatir una
infeccion, aunque el caso de Mycobacterium es el Unico reportado hasta el
momento. Todavia permanece incierto como las células de nuestro sistema
inmune utilizan preferentemente una estrategia opuesta sobre otra contra
distintas clases de patogenos y las sefiales que gobiernan esta toma de

decisiones.

2.2.2.2. Mecanismos bacterianos de captura de zinc

Mientras que todavia falta esclarecer los mecanismos del secuestro de
zinc por parte del hospedador, no caben dudas que la deficiencia de este metal
tiene el potencial para interrumpir muchos procesos bacterianos que son criticos
en la infeccion. Se predice que las bacterias incorporan el zinc en
aproximadamente el 4 al 6% de sus proteinas totales 118, El zinc es utilizado para
controlar la expresiéon génica en bacterias, para el metabolismo celular, y como
cofactor en muchos factores de virulencia. Algunos ejemplos de proteinas
bacterianas que requieren del zinc incluyen al regulador de la respuesta al hierro
Fur, las enzimas alcohol deshidrogenasas, liasas, hidrolasas, y las Cu/Zn

superoxido dismutasas 42119,

Aunque en bacterias que crecen donde el zinc es abundante este metal
puede entrar a través de un gran numero de canales inespecificos, s6lo se conoce
unos pocos transportadores que median la captacion especifica del zinc 120. En
bacterias Gram negativas crecidas en un ambiente rico en zinc, éste entra a la
célula principalmente por la proteina ZupT (ver Fig. 114, punto 3.4), un
transportador de baja afinidad que se expresa constitutivamente y pertenece a la

familia de transportadores ZIP 121, Esta permeasa de metales tiene un amplio
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rango de especificidad, pero muestra una clara preferencia hacia el transporte de
zinc y otros metales divalentes 122, ZupT depende de la fuerza protomotriz para

dirigir el importe de zinc 123,

Un mecanismo por el cual las bacterias vencen las bajas concentraciones
de zinc es expresando transportadores de alta afinidad. La familia de
transportadores de zinc que predomina en una gran variedad de bacterias es un
sistema de alta afinidad tripartito tipo ABC, que consisten en una lipoproteina
extracelular o periplasmatica de union al metal (subunidad A), una permeasa de
transmembrana (subunidad B), y una ATPasa citoplasmatica (subunidad C),
descripto en E. coli como ZnuABC (Fig. [9) 124, Estos transportadores bacterianos
pertenecen al “cluster” 9 de la familia de transportadores tipo ABC, que
transportan principalmente manganeso y zinc 125 Estos transportadores son
pseudosimétricos y tipicamente adoptan una estequiometria tipo AB:Cz; en
algunos casos, las dos subunidades B y C se encuentran codificados por genes
diferentes como resultado de una duplicacién génica. Hay poca informacién
sobre el mecanismo de transporte de zinc; basandose en estructuras
relacionadas se postula un mecanismo de acceso del metal, dirigido por la

alternancia entre la union del ATP, la hidrolisis y la liberacion del sustrato 126.

En cuanto a la subunidad A de estos sistemas tipo ABC especificos de zinc,
la mayoria son proteinas periplasmaticas y tienen una region central rica en los
aminodacidos histidina (His), acido aspartico (Asp) y acido glutdmico (Glu) que
coordinan al cation en una disposicion tetraédrica, la cual parece ser lo que las
diferencia de los transportadores de manganeso 125127 (Fig. 110). Sin embargo,
las estructuras cristalograficas de dos proteinas periplasmaticas de unién, PsaA
de Stretococcus pneumoniae y TroA de Treponema pallidum, contienen zinc
coordinado a residuos bien conservados de His, Glu y Asp en una coordinacién
hexaédrica (Fig. 110). Los datos in vivo e in vitro indican que el manganeso es el
sustrato natural de estos transportadores, por lo que se postula que estas
discrepancias ocurren debido a la expresién y produccién de estos

transportadores en una bacteria hospedadora diferente como E. coli 12,
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En bacterias Gram negativas, el sistema ZnuABC es esencial para la
captura de zinc, pero su expresion no necesariamente les otorga una ventaja
competitiva sobre el microbioma del hospedador 128. En estos casos, algunas
bacterias usan sistemas alternativos de captura o adicionales que funcionan
junto con ZnuABC, por ejemplo, la expresidon de una segunda proteina o dominio

llamado ZinT que puede unir el zinc 129,

Figura 19. Modelo estructural para
. el sistema tripartito ZnuABC. El
Extracelular ‘ ' ZnuA modelo de ZnuA se basa en la
estructura de BtuCDF (PDB: 4fi3) para
- el transporte de cobalamina. La
coordinacion detallada del metal que
se muestra en el acercamiento se
toma de la estructura cristalina de la
proteina de unién al sustrato ZnuA
(PDB: 20sv) con los residuos

--------- - D& - - numerados de acuerdo con la
Intracelular

Membrana - ry> : :
Interna > - =%, ZnuB

secuencia Uniprot. Se muestran los
dominios de unién al soluto (ZnuA,
azul), permeasa (dimero ZnuB, gris) y
ATPasa (dimero  ZnuC, rojo).
Adaptado de Capdevilay col., 2016.
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Figura 110. Estructuras cristalogrdficas de tres proteinas periplasmdticas de union a metal. (A)
ZnuA de Synechocystis. (B) PsaA de S. pneumoniae. (C) TroA de T. Pallidum. Debajo de las estructuras se
muestra con detalle los sitios de unidn a zinc desde el mismo punto de vista. La flecha en ZnuA sefiala
una region desordenada representada como una linea discontinua que une los residuos Aspl41 y
Glul67. este loop desordenado representa una region de alta carga con diez residuos acidicos y siete
histidinas. La Asp313 en ZnuA se encuentra poco visible, ya que apunta hacia atras de una lamina B, en
rojo se muestran las a-hélices. Adaptado de Hantke, 2005.
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3. REGULACION DE LA HOMEOSTASIS DE ZINC

3.1. REGULACION TRANSCRIPCIONAL POR METALOPROTEINAS
SENSORAS

Los metalorreguladores bacterianos juegan un papel esencial en el
reconocimiento de un dado i6n o un tipo de ié6n metdlico entre los demdas metales
presentes. La alta selectividad para cada metal es un requisito clave para que
estas proteinas garanticen el crecimiento bacteriano. Mecanisticamente, el
reconocimiento selectivo de iones de transiciéon presenta un desafio formidable
ya que algunos de estos metales tienen caracteristicas similares en términos de
tamafo, carga y propiedades quimicas de coordinacién.

Salmonella  posee factores de transcripcibn que responden
especificamente a determinados metales, como CueR, GolS, Fur, Zur, ZntR, MntR,
NikR, and RcnR (Fig. 111). Estos reguladores no solo modulan la expresion de
genes que codifican factores directamente asociados con la homeostasis del
metal (como importe, exporte, secuestro o almacenamiento del metal), sino que
también controlan la expresion de proteinas con otros roles, como la resistencia
a estrés oxidativo 130. A partir de este punto, nos focalizaremos en los
metalorreguladores que detectan las fluctuaciones en la concentracion de zinc y

aseguran su homeostasis en bacterias.
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Figura 111. Esquema de las proteinas metalorreguladoras de Salmonella enterica sv
Typhimurium. Los sensores se muestran junto a sus mecanismos de regulacién génica indicados por
flechas; se desprenden del ADN (desrepresidn por metal), se unen al ADN (correpresidon por metal) o
tuercen el ADN (activacién dependiente de un cambio en la topologia del ADN), asi como también se
muestra el sistema de dos componentes de transferencia de grupos fosforilos (Pi). CueR y GolS detectan
cobre (ademas de oro y plata) y activan la transcripcidon de genes involucrados en la resistencia a cobre. El
regulador sensible a hierro Fur controla la expresiéon de genes involucrados en la captura y
almacenamiento de hierro asi como también tiene un rol en la homeostasis de otros metales. Aunque Fur
unido a Fe(ll) generalmente actia como represor, también puede activar la transcripcion directa o
indirectamente, en este Ultimo caso mediante ryhB, un pequefio ARN regulatorio. EI manganeso es
sensado por MntR, el cual regula de manera negativa la expresion de los genes para la adquisicion de
manganeso. Los dos sensores de zinc, Zur y ZntR, regulan la expresidon de un sistema de captacion de alta
afinidad de zinc (ZnuABC) y de una ATPasa tipo P de exportacidon de zinc (ZntA), respectivamente. Se
postula que NikR puede sensar el niquel aunque los genes que regula en S. Typhimurium no se conocen
aun, mientras que RcnR gatilla la expresion de la proteina de flujo RcnA en respuesta a elevadas
concentraciones de niquel y cobalto. Se sabe que ModE y ArsR pueden detectar molibdeno y arsénico,
respectivamente, basado en un estudio realizado en E. coli, aunque este ultimo estad ausente en la mayoria
de las cepas. El sistema de dos componentes PmrA-PmrB detecta hierro extracelular e induce genes
involucrados en la modificacién del lipopolisacarido. Un cuarto miembro de la familia MerR (SoxR),
sumado a ZntR, CueR y GolS, también cuenta con la presencia de un centro Fe-S para el sensado de estrés
metalico (no se muestra). Algunas cepas de S. Typhimurium poseen proteinas metalorreguladoras
adicionales como el sistema de dos componentes plasmidico SilS-SilR, asociado a la resistencia a
compuestos de plata. Podrian existir sensores adicionales que pertenezcan a estas u otras familias
regulatorias estructuralmente diferentes, pero todavia no se han caracterizado. Adaptado de Osman vy
Cavet, 2011

3.2. EL MODELO DE “PUNTO FIJO”

El modelo mas sencillo que explica como la bacteria mantiene el pool de
un dado metal y su biodisponibilidad intracelular, llamado de “punto fijo”, es
dirigido por la sensibilidad (Kmeta) del metalorregulador que regula
transcripcionalmente la expresién de genes que codifican transportadores y
otras proteinas de resistencia 131132 (Fig. [12). En la mayoria de las células, la
homeostasis del zinc se mantiene por pares de sensores del metal que funcionan
de manera colaborativa en su captacién y exportaciéon. En este modelo, la
disponibilidad de Zn(II) se mantiene gracias a la acciéon de estos sensores, cuya
funcion en la regulacion de la transcripcion de sus genes blanco es modulada
alostéricamente por la union directa del metal. Las afinidades (Kmeta) de estos
reguladores definiran entonces un rango de concentracion del metal de

transicion “libre” o “biodisponible” dentro de la célula, donde 1/Kmetai=[metal]iibre
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47,133, Por lo tanto, cuanto mayor sea la afinidad de un dado regulador para un
determinado metal bajo las condiciones que predominan dentro de la célula,
menor es la concentracién del metal biodisponible 133. A medida que la
concentracion del metal aumenta por encima de 1/Kmeta, Se producen cambios
en la transcripcion de los genes controlados por este regulador transcripcional, a

fin de restablecer la homeostasis del metal.
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Figura 112. Representacion grifica del modelo de “punto fijo” para la homeostasis

metdlica. La afinidad por el metal de pares individuales de proteinas sensoras del metal
correspondiente (lineas sdlidas roja y azul) definen la habilidad del citoplasma celular para
mantener la homeostasis de un metal de transicion, requerida para mantener las funciones
bioldgicas. La constante de afinidad K, del par de reguladores establece la concentracion
libre de zinc en el citoplasma, siendo 1/K;,=[Zn(l1)];re- La concentracidn libre del metal sigue
la serie de Irving-Williams (zonas sombreadas). Las concentraciones totales se representan
por lineas discontinuas (el cddigo de color se muestra en el gréifico). Los valores de
constantes y concentraciones se tomaron del trabajo de Ma y col., 2009. Adaptado de
Capdevilay col., 2016.

Zur, el represor de la adquisicion de zinc (en inglés, Zinc Uptake
Regulator), es el regulador transcripcional que controla la expresion de genes
requeridos para la adaptaciéon a condiciones de escasez severa de zinc en la
mayoria de las bacterias 124134-140, Cuando la concentracién intracelular de zinc
se encuentra por debajo de un umbral critico, definido por [metal]iibre<1/Kmetal, l1a
apoproteina Zur, es decir su forma libre de zinc, tiene baja afinidad por el
operador que reconoce en el ADN, que se solapa con el sitio de unién de la ARN
polimerasa. Al no interaccionar con el operador permite que la ARN polimerasa
transcriba los genes del reguléon que normalmente codifican sistemas de importe

de zinc de alta afinidad. En estas condiciones los genes que codifican sistemas de
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exportacidon de zinc no se encuentran transcripcionalmente inducidos, debido a
que el regulador transcripcional ZntR se encuentra en su forma apo. A medida
que los niveles de zinc aumentan a [metal]iibre>1/Kmetal, €l represor Zur metalado
se une a los operadores previniendo su transcripcion 141, De la misma manera,
ZntR une Zn(II) y activa alostéricamente la transcripcién de transportadores que

eliminan el exceso del metall42,

La simpleza de este modelo no tiene en cuenta las distintas afinidades que
cada represor puede tener por las secuencias de ADN con las que interactua, ya
que cada sensor regula la transcripcién de mas de un gen. Este es un factor
importante a considerar ya que agrega un nivel extra de complejidad a la

homeostasis del metal.

3.3. EL REPRESOR ZUR

Zur es el segundo miembro de la familia de reguladores tipo Fur presente
en Salmonella. En otros organismos, miembros de esta familia incluyen los
reguladores de manganeso (Mur), niquel (Nur), hemo (Irr), o el sensor de estrés

por perdxido (Per) 143,

Se ha detectado la presencia de zur en numerosos microorganismos como
E. coli, Bacillus subtilis, S. Typhi, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Agrobacterium tumefaciens, Sinorhizobium meliloti,
Yersinia pestis, Vibrio cholerae o Brucella melitensis. Debido a la similitud que
presentan con la proteina Fur, se cree que muchos de los genes catalogados

como fur pueden codificar en realidad al sensor de Zn Zur 97.144.145,

Zur de E. coli comparte un 92% de identidad en sus 171 aminoacidos con
el represor de S. Typhimurium, y ha sido caracterizado bioquimicamente 146147,
Al igual que Fur, se conoce que Zur contiene dos sitios de union al metal por cada

mondmero, con diferentes afinidades y entornos de coordinacion (Fig. 113); un
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ion zinc se encuentra unido fuertemente al sitio A o estructural en una
coordinacion propuesta con los grupos S3(N/0), y el otro (sitio B o regulatorio)
se encuentra en un ambiente de coordinaciéon con S(N/0O)3, con una geometria
tetraédrica 147, Esta estructura en el sitio regulatorio de unién a metal en Zur, a
diferencia de la coordinacién a través de cinco o seis ligandos N/O con los que
cuenta Fur, es lo que le da a estas proteinas la especificidad por zinc o hierro,

respectivamente 147,

H1 H2 H3

S. typhimurium MEKTTTQELLAQAEKLCAQQRA-PDASALEVLRLMSLQQGAI SAYDLLULLRETEPQAKP 59

S. typhi MEKTTTQELLAQAEKLCAQRNVRLTPORLEVLRLMSLQQGAISAYDLLDLLRETEPQAKP 60

Y. pestis MNPINQEKLLAQAESLCQQORNVRLTPORLEVLRLMAQQPGAISAYDLLDLLRVAEPQAKP 60

A. tumefaciens -------c------- MNAQTQONLTKNQSLVMNALSNAHQPLSAYMILUKLRDDG-FRAP 44

S. meliloti = ~==-ccccccccccccaa- MVTPQLTKNQSLVMGALAHSDGPMSAYTILDKLRDNG-FRAP 41

B. subtilis = = =  =-==--- MNVQEALNLLKGNGYKYTNXREDMLQLFADSDRYLTAKNVLSALNDDYPGLSF 53

S. aureus 0 ------- MNTNDAIKILKENGLKYTDXRKDMLDIFVEEDKYINAKYIQOVMDENYPGISF 53

.. . . * .
— 1

S. typhimurium PTIYRALDILLEQGFVHKVESTNSYVVCHLFDQP- - - - 4 THSSAMFICDRCGVVKXEHCAE 114
S. typhi PTIYRALDFLLEQGFVHKVESTNSYVVCHLFDQP- - - - 4 THSSAMFICDRCGVVKEHCAE 115
Y. pestis PTVYRALDFLLEQGFIHRVESANSYVLCHHFEEP-- - -4 THTSALFICDRCKIVTERPTV 115
A. tumefaciens LQVYRALEKLVEFGLVHRLESLNAFVACTHTQAECCSQHHGSVAFAICESCGQVTEHHDH 104
S. meliloti LQVYRALDKLLEYGLVHRLESLNAFVACSCPHEH - - EHJHGVTAFTICEGCGQVTEHHDE 99

B. subtilis DTIYRNLSLYEELGILETTELSGEKLFRFKCSFT- - - - -HHHHHFICLACGKTXEIESC 107
S. aureus DTIYRNLHLFKDLGIIENTELDGEMKFRIACTN---- - -HHHHHFICEKCGDTXVIDYC 106

:*ﬁ * : *::' * . * *

S. typhimurium GVE IMHTLAAKMGFALRghx EAHGLCPACVEVEACRHPGNCGHDHSVLVKKKPR 170

S. typhi GVEDIMHTLAAKMGFALR EAHGLCPACVEVEACRHPGDCGHDHSVLVKKKPR 171

Y. pestis GIEEALAQLAKQSGFTLRHEVVEAHGLCTECGVVEACESHDDCEHDHSIVVKKK-- 169

A. tumefaciens EIDHRLERWVNDSKFKAEKIITIEIRGLCAACAA-f--==================- 137

S. meliloti VIEDRLSTLVRAQEFKTEKIITIEIRGHCKSCA--f-======mmececmceeenne 131

B. subtilis PMDKLCDDLD- - -GYQVSGHKFEIYGTCPDCTAENQENTTA- - == === === == === 145

S. aureus PIDOIKLSLP---GVNIHKHKLEVYGVCESCQD-f-~--=--=-=-===---------- 136

- * *  * *

Figura 113. Alineamiento (por el método ClustalW) del gen zur de distintas especies
bacterianas. En color verde se destacan las posiciones que presentan cambios conservativos y en
color rojo se marcan aquellos residuos idénticos en todos los casos. Las regiones conservadas
acostumbran a agruparse donde se define también una estructura secundaria clara,
representada para el gen zur de S. Typhimurium en forma de linea simple para determinar las
hélices a y con una linea doble para los plegamientos . Ademas se definen las hélices a H1, H2 y
H3 que intervienen en el reconocimiento de la secuencia de DNA y la unién a éste. Recuadradas
en azul se muestran las regiones de union al metal. Adaptado de Campoy, 2002.

La estructura cristalografica de Zur de M. tuberculosis ha sido
determinada, mostrando una gran similitud con las proteinas Fur 148149 cada
monomero del dimero contiene dos dominios, un dominio amino terminal de
unién al ADN compuesto por tres hélices a seguidas de una lamina {3 corta

antiparalela y un dominio carboxi terminal de dimerizacién y unién al metal 159,
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En el represor de M. tuberculosis se detectaron tres sitios de unién a zinc, uno
estructural y otro sitio regulatorio, mientras que el rol biologico del tercer zinc
no se ha determinado y posiblemente sea un artefacto de la cristalizacién de la
proteina 150, La estequiometria homodimérica de Zur es imprescindible ya que
da lugar a la unién del regulador al ADN, bloqueando asi la transcripcién de los
genes a cuyos promotores es capaz de unirse; mediante ensayos de proteccién a
la DNAsa I se confirmé que Zur monomérica no es capaz de unirse al ADN y que

el heterodimero se une de manera labil 97.

3.4. EL REGULON ZUR Y SU IMPORTANCIA EN LA PATOGENESIS

Como se comentd anteriormente, la respuesta a la escasez de zinc esta
controlada por la expresion coordinada de un set de genes regulados por el
represor transcripcional Zur (Fig. 114). Entre los genes regulados por Zur se
incluyen, ademas del operén que codifica para los componentes del sistema
ZnuABC, uno o mas genes que codifican para paralogos de proteinas ribosomales

que unen zinc 138151-153,

En algunas bacterias, existe un componente accesorio del transportador
ZnuABC, ZinT, que forma un complejo con ZnuA en presencia de zinc y aumenta
la capacidad de ZnuA para reclutar el metal 129154 Un sistema similar de
captacion de zinc (AdcABC) se encontré en pneumococos y otras bacterias Gram
positivas, donde la lipoproteina AdcA posee una estructura de dos dominios, uno

con homologia a ZnuA y otro a ZinT 151,155,

Una faceta interesante de la respuesta mediada por Zur a la escasez de
zinc es la sustitucion de proteinas ribosomales que contienen zinc por
homologos que carecen del motivo de unién al catiéon 156, Este cambio en la
estructura del ribosoma reduce el requerimiento por el metal de las células
bacterianas, ya que se considera que la mayor parte del zinc intracelular se

encuentra asociado a los ribosomas 157. Ademas, la produccién de proteinas
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ribosomales independientes de zinc puede ser de utilidad para movilizar una
cantidad relevante del metal presente en los ribosomas preexistentes y facilitar
asi la adaptaciéon a las nuevas condiciones limitantes >8. Desde este punto de

vista, el ribosoma puede ser considerado como un gran complejo proteico de

almacenamiento de zinc.

Zn Zn Zn 0 zn?* 0t z0?* z0?* Zn®* Z0®* Zn** In Zn? Zn?
Zn Zn?* Zn Zn?* Zn Zn?* Zn?* Zn Zn Zn Zn?*  zn?
N Zn? Zn?
Zn Zn Zn?* Zn Zn Zn Zn?* Zn?* Zn Zn Zn Zn
Zn?* zn?* zn?* 0¥ zZn?t 0?02t 0?2t e Zn?* Membran
a externa
202t Zn?t Zn?* Zn?* Zn?* Zn?t Zn?t Zn?t zn?t 702t 702t Zn?* Periplasma
L 7
Zn?t zn?t zn?* Zn?* Zn?* Zn?* Zn?* Zn?* Zn Zn?* zn?t Zn? <0
| o
E)\W
5
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ATP->ADP+Pi
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Figura 114. Diagrama esquemdtico de los transportadores involucrados en la
captacion de zinc. La membrana externa de Gram negativos es permeable a solutos
hidrofilicos de menos de 600 daltons vy, por lo tanto, la concentracidn de zinc en el periplasma
depende de la disponibilidad del zinc en el ambiente. Bajo condiciones de abundancia de zinc
(izquierda), el metal es importado a través de sistemas de transporte de baja afinidad como
ZupT, y Zur inhibe la expresidn del sistema ZnuABC (y de la proteina periplasmatica ZinT). Bajo
condiciones de escasez de zinc (derecha), apo-Zur no es capaz de unirse al ADN y el sistema
de alta afinidad ZnuABC se expresa. Neisseria meningitidis expresa ademds una proteina de
membrana externa dependiente de TonB, regulada por Zur, involucrada en la captacién de
Adaptado de Cerasi y col., 2013.

La membrana externa de las bacterias Gram negativas permite la difusién
pasiva de solutos de bajo peso molecular. Sin embargo, este tipo de mecanismo
de adquisicion de nutrientes no puede garantizar una adecuada absorcién de los
elementos que se encuentran poco disponibles en el ambiente. Hace unos afios,
se identificé un receptor dependiente de TonB en la membrana externa de N.
meningitidis, y de otras bacterias Gram negativas, involucrado en la captura de
zinc 158, Esta proteina, denominada ZnuD, media el transporte de zinc o del grupo

hemo y se encuentra regulada tanto por Zur como por Fur 140159 En otros
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organismos Gram negativos no se han encontrado receptores de zinc de
membrana externa regulado por Zur, no obstante se ha observado que la
proteina apo-ZinT puede ser secretada fuera de la célula, sugiriendo que podria

tener un rol en la adquisicién de zinc del ambiente 160,

Unas pocas especies bacterianas expresan un sistema de transporte de
zinc de alta afinidad adicional. Este es el caso de Listeria monocytogenes y
Haemophilus influenzae, los cuales expresan los transportadores de zinc ZurAM y
ZevAB, respectivamente, ambos sistemas involucrados en virulencia y en el

crecimiento en condiciones limitantes del metal 161,162,

El crecimiento de una mutante de S. Typhimurium que carece del gen
znuA no se encuentra afectado en un medio rico en zinc, pero se ve
sustancialmente perjudicado en condiciones de deficiencia del metal, siendo esto
consistente con el rol del sistema ZnuABC en el transporte de zinc hacia el
citoplasma bajo estas condiciones 163, De igual manera, la expresion de znuABC se
reprime por Zur en condiciones de suficiencia de zinc 163164 La proteina
periplasmatica ZinT también se encuentra regulada por Zur en S. Typhimurium y
contribuye al crecimiento de la bacteria en escasez de zinc, aunque en menor
medida que ZnuA 129 Sin embargo, la contribucién de ZinT en la captacion de
zinc depende enteramente de la presencia de ZnuA, y se ha visto que ambas
proteinas interactdan in vitro en presencia del metal 129. Estos hallazgos han
llevado a afirmar que ZinT desempefia un papel auxiliar en el periplasma en la
captura de zinc para la adquisicion en condiciones de escasez severa del cation
129, ZinT purificada de E. coli posee un solo sitio de unién a metal de alta afinidad

que puede acomodar un ién cadmio o dos iones zinc 152,

ZnuA se expresa en S. Typhimurium aislados de macréfagos infectados
(J774A o THP-1 diferenciadas) y de células epiteliales (Caco-2), o del bazo de
ratones Nramp1-/- infectados, concordando con el ambiente intracelular carente
de zinc 13, De hecho, la sobrevida de mutantes znud- se encuentra reducida en
estas células y en ratones 163164 De manera similar, la pérdida de znuC o de todo
el operéon znuABC también produce una reduccion en la sobrevida en ratones

164165 Se ha observado una fuerte respuesta inmune en ratones Nramp*/*
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infectados con una mutante que carece de todo el operén znuABC. Esta respuesta
provee proteccién en caso de una reinfeccion con una cepa virulenta de S.
Typhimurium 165, demostrando el potencial de la mutante znuABC para el
desarrollo de vacunas. Por el contrario, la delecién de zinT no afecta la sobrevida

de S. Typhimurium en ratones BALB/c 12°.

El sistema ZnuABC es requerido también para la actividad de una de las
dos superdxido dismutasa de Cuy Zn, SodCII (pero no de la SodCI) de Salmonella
Typhimurium 166, Las superéxido dismutasas son enzimas que catalizan la
dismutacion del superédxido en oxigeno. En S. Typhimurium SodCI y SodCII se
expresan durante la infeccidn en macréfagos y se encuentran asociadas a la
virulencia protegiendo a la bacteria de la accidon de las especies reactivas del
oxigeno producidas en este tipo celular, aunque SodCI parece contribuir en
mayor medida a esta proteccion que SodCII 166-173 Mientras que SodCI puede
unir cobre de manera estable en ausencia de zinc, SodCII no es capaz de hacerlo.
Sumado a esto, SodCII se expresa en respuesta a zinc y dicha expresion se ve
reducida en una mutante znuA, mientras que SodClI se encuentra selectivamente
expresada en ambientes pobres en zinc donde SodClII se encuentra inactiva 172,
Un ejemplo de esto es el interior de la SCV, correlacionandose con la mayor
contribucién de SodClI en la virulencia de S. Typhimurium, aunque otros factores
deben estar involucrados 173. Estudios en E. coli revelan también que en
condiciones de limitacién de zinc, el zinc periplasmico estd unido a ZnuA,

impidiendo la metalacién de la superéxido dismutasa de cobre y zinc 174,

3.5. OTROS REGULADORES DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE
ZINC

La proteina Zur no es el Unico regulador transcripcional descrito para el
control de los sistemas vinculados con el zinc. Asi por ejemplo, ZntR controla la

expresion de la bomba de exportacién de cationes codificada por zntA. ZntR Se
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ha descrito por primera vez en E. coli 175 y pertenece a la familia tipo MerR, que
incluye otros reguladores transcripcionales de procariotas relacionados con la
resistencia a mercurio, con bombas de flujo de amplio espectro de B. subtilis,

reguladores transcripcionales de S. coelicolor o el regulador GinR de B. cereus.

Otro metalorregulador relacionado con el zinc es SmtB, que se encarga de
la represion del gen que codifica para la metalotineina, SmtA, que confiere

resistencia a iones pesados 97.

Un regulador similar al anterior que controla la expresion de la bomba de

expulsion de zinc codificada por ziaA es ZiaR, caracterizado en Synechocystis 176,

4. EL COBRE Y LA PATOGENESIS

El cobre puede existir en dos estados de oxidacion principales y estables,
en su forma cuprosa reducida, Cu(I), y en su forma cuprica oxidada, Cu(Il) >4 La
quimica de coordinacién de los iones cobre revela que pueden unir distintos
residuos proteicos; el Cu(l) se coordina tipicamente con dadores de sulfuros
como las cisteinas y metioninas, mientras que el Cu(Il) lo hace con dadores de
nitrégeno como las histidinas 177. La importancia del cobre en sitios activos de
enzimas se basa en su habilidad para ciclar entre estos dos estados de oxidacion,
lo que le permite actuar como dador y aceptor de electrones en reacciones redox
54, En S. Typhimurium, las proteinas que unen cobre incluyen las superdxido
dismutasas de cobre y zinc (proteinas SodC, descritas en el punto 3.4); una
multicobre oxidasa (CueO); y una oxidasa respiratoria de membrana que
contiene un grupo hemo (bo3) 29178, entre otras proteinas. La multicobre oxidasa
CueO también contribuye a la resistencia al cobre en S. Typhimurium, como
parte del sistema Cue 179, Una cepa mutante que carece de esta multicobre
oxidasa esta atenuada para la virulencia en un modelo murino, aunque el rol

preciso de esta enzima en la patogénesis ain no se ha determinado 17°.
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Aunque no se conoce mucho sobre su mecanismo directo de accion, el
cobre contribuye a la inmunidad del hospedador 180. Se ha reportado que la
actividad oxidativa de las especies reactivas del oxigeno y la habilidad de los
fagocitos de controlar la proliferacion de S. Typhimurium intracelular se ve
disminuida ante la deficiencia de cobre 180.181: gdemds, animales deficientes en

cobre son vulnerables a infecciones producidas por S. enterica 182183,

Se ha visto un aumento considerable de los niveles de este i6n dentro de
los fagosomas de macréfagos infectados con S. Typhimurium 184, Ademas, genes
que codifican para ATPasas del tipoP1B asociadas a la resistencia a cobre se
encuentran entre los genes expresados durante una infeccién en macrofagos por
S. Typhimurium y otros patégenos intracelulares 185-187, Estos hallazgos son
consistentes con un modelo de toxicidad donde el cobre contribuye a la
eliminacion del patégeno dentro del fagosoma. La produccién de intermediarios
reactivos del nitrégeno puede estimular ademas la liberaciéon de cobre de las
metaloproteinas 188, y por lo tanto, puede contribuir a la toxicidad mediada por

cobre.

El sistema Cue es responsable de la resistencia a cobre en S. enterica.
Consiste en el regulador transcripcional de la familia MerR, CueR, que regula la
expresion de CopA, una ATPasa transportadora de cobre de tipo P; y la
multicobre oxidasa periplasmica, Cue(Q179.184189-191 Egste sistema también incluye
a una proteina peripasmica de unién a cobre denominada CueP, la cual no se

encuentra en el sistema Cue de E. coli184192,

En el presente trabajo de tesis se explora la respuesta
transcripcional de S. Typhimurium frente a cambios en la concentracion de
dos metales de transicion, cobre y zinc, enfocando el trabajo experimental
en la busqueda de nuevos genes del regulon Zur en esta bacteria y la
respuesta de dicho regulén frente a una disminucién progresiva del zinc en

el medio.
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1. CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS

Las cepas y plasmidos empleados en esta tesis se detallan en las Tablas 1
y 2, respectivamente. Los oligonucledtidos que fueron utilizados para la
generacién de mutantes, el clonado de las regiones especificadas, los ensayos de
extension del cebador y ensayos de retardo de la movilidad electroforética se
detallan en la Tabla 3. En todos los casos estos oligonucle6tidos 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 uM.

Tabla 1. Cepas bacterianas

Cepa Genotipo relevante Referencia
Salmonella Typhimurium
14028s Silvestre ATCC

PB11628 znuA::lacZ-Cm Este trabajo
PB11141 STM14 3193::lacZ-Cm Este trabajo
PB12250 STM14 1454::lacZ-Km Este trabajo
PB12104 zinT::lacZ-Km Este trabajo
PB12181 rpmE2::lacZ-Km Este trabajo
PB12143 isrD::lacZ-Km Este trabajo
PB11737 Azur znuA::lacZ-Cm Este trabajo
PB12284 Azur STM14 3193::lacZ-Cm Este trabajo
PB12285 Azur STM14_1454::lacZ-Km Este trabajo
PB12286 Azur zinT::lacZ-Km Este trabajo
PB12288 Azur romE2::lacZ-Km Este trabajo
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PB12287 Azur isrD::lacZ-Km Este trabajo
PB10146 AtolC Pontel y col., 2014 193
PB10184 AtolC cueO::KnR Pontel y col., 2014 193
PB10462 Azur Pontel y col., 2014 193
PB10464 entE::Mud] Pontel y col.,, 2014 193
PB10465 entE::Mud] AcueO Pontel y col.,, 2014 193
PB10481 entE::Mud] AtolC Pontel y col.,, 2014 193
Pontel y Soncini,
PB6127 AcueP 2009 192
Pontel y Soncini,
PB7937 AcueO 2009 192
PB1157 phoP::Tn10 Fields y col., 1986 3¢
Escherichia coli
Al endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
recalen ‘qy r rens sup Sambrook y col,,
XL1-Blue relAl lac [F’ proAB lacl1a ZAM15 Tn10 1989
(Tet®)]
E. coli str. B F- T gal dcm lon hsdSs(rs
BL21 colistr. BE-ompTgal dem lon hsdSp(rs o\ oo o1 1990
(DE3) mpg~) A(DE3 [lacl lacUV5- 194
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*]k-12(AS)
T gal dcm lon hsdSg(rg-mp~) A(DE3
BL21 ompl gatdcm fon ns ) s(rems’) ,( Miroux y Walker,
[lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5])
(DE3) C43 1996 195
[malB*]k-12(A5)
BL21 ompT gal dcm lon hsdSp(rg-mp~) A(DE3 .y
Nishih 1, 2000
(DE3) [lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) R A

pGRO7

[malB*]k-12(AS) pGRO7[groEL/groES]CmR

196
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Tabla 2. Plasmidos

Plasmido Genotipo relevante Referencia

Datsenko y Wanner,

pKD46 oriRpSC101ts ParaBexo-bet-gam
AmpR 2000 197
Datsenko y Wanner,
KD3
P oriy AmpR FRT CmR FRT 2000 197
A Datsenko y Wanner,
KD
P oriy AmpR FRT KmR FRT 2000 197
pJB20 Derivado del pKD3. lacZY, CmR, Beabery col,, 2002
(cassette flanqueado por sitios FRT), 198
AmpR
P20 Cherepanov y col.,
P A-cI857-ts Pr-flp AmpR CmR 1995 199

Promotor T7, operador lac, histag ~ Sheffiel y col,, 1999
[N,C] GST tag, MBP tag 200

pHISparallel2

pHISparallel2::zur 7., onado entre los sitios BamHI y

Este trabajo
(pzur) Xhol

Ellermeier y col.,

2002 201

pKG136 riR6K FRT lacZY* this KmR



Tabla 3. Oligonucleétidos
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Nombre Secuencia (5’-3’) Funciéon Referencia
copA Fwd CCTGGCTCTACTCCATGAGC qRT-PCR Pontel ylgaol" 2014
copA Rvs AATTTTTCCAGCGCTTTTGA qRT-PCR Pontel ylgaol" 2014
cue0 Fwd TGACCTGTTAACGGCAGATG qRT-PCR Pontely col, 2014
cueO Rvs CGCTTTTTCCTTTGTGAAGC qRT-PCR Pontel y1;:301., 2014
zntA Fwd GCAATACAGAAGGCCGATAG qRT-PCR Pontel y1;:301., 2014
ZntA Rvs TACCGCATTCTCCACTTTTC qRT-PCR Pontel y1;:301., 2014
rpmE2-Fwd ATACCGCACCGTCGTATTTC qRT-PCR Pontel ylgaol" 2014
rpmE2-Rvs TTAGCGCCGATAAAATGACC qRT-PCR Pontely col, 2014
znuA-Fwd TTAAACCGCTTGGGTTCATC qRT-PCR Pontel y1;:301., 2014
ZnuA-Rvs AACGGTTTTACATCGGCAAG qRT-PCR Pontel y1;:301., 2014
zinT-Fwd CTTCTGGGAATGCTGTTGG qRT-PCR

Pontel y col,, 2014
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193

Pontel y col,, 2014

zinT-Rvs CTGAAGACAGGGTCCAGCTC gqRT-PCR 193
Pontel 1, 2014
GAPdH-Fwd ACTGACTGGTATGGCGTTCC qRT-PCR omey e
Pontel 1, 2014
GAPAH-Rvs TCACGAAGTTGTCGTTCAGC qRT-PCR omey e
Zur-check ATCAGGTGAAGTAATTCCTC Checkeo de mutante Pontel ylgs 1, 2014
., Pontel y col,, 2014
zur-P1 GTAACGGATTAGACTTTCATGCCATTCGAGGTGCTACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Delecion de zur 193
., Pontel y col.,, 2014
zur-P2 GTGCCCCTCTCTACTGCCGCCCGTTTTCCGTTCAGGCATATGAATATCCTCCTTA Delecion de zur 193
1454-check TCCGGCCTGCAGGGTG Checkeo de mutante Este trabajo
1454-P1 CAATTAATCATTTTAACGCTGACTGAGGGTCTTAAATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Delecion de STM14 1454 Este trabajo
1454-P2-1 GCTTGGTGTTGGAGCGAATCCCCTGACCAGGCTGGCATCATATGAATATCCTCCTTA Delecion de STM14 1454 Este trabajo
3193-check ACGGATCTGGCTTTTCTCTG Checkeo de mutante Este trabajo
3193-P1 CAATTAATCATTTTAACGCTGACTGAGGGTCTTACATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Delecion de STM14 3193 Este trabajo
3193-P2 GTTTGGTGTTGGAACGAACCCCCTGACCAGGCTGGCATCATATGAATATCCTCCTTA Delecion de STM14 3193 Este trabajo
3193-Fwd CTAACCTCAGCTGGCTTTGC gRT-PCR Este trabajo
3193-Rvs GGTAGGTATCTGCGCCTTCA gRT-PCR Este trabajo
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Prom-rmpE2-

check CGAGTAAATGGGCACTGCTG Checkeo de mutante Este trabajo
rpmE2-P1Fwd  GTATTTTATTGTTATGTTATAACATAATTGAGAGGGCGCAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Delecion rpomE2 Este trabajo
rpmE2-P2Rvs TGTTTTGCATTGCGAAGTGAGTTTAACACCTGCATTTCATCATATGAATATCCTCCTTA Delecion rpomE2 Este trabajo
Prom-znuA- .
check CAATCAAATGTCCGGCCTGA Checkeo de mutante Este trabajo
znuA-P1Fwd TATCACATTTCACACATTCATTACGATGATTAGTCGCATTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG Delecion znuA Este trabajo
znuA-P2Rvs CGACAGAGCGGGCTATCTGTTGCACGTATTCACTTCCTCG CAT ATGAATATCCTCCTT A Delecion znuA Este trabajo
ZI;‘;HZ‘;‘;? GCGAAGCTTATGAACCCAAGCGGTTTAAG EMSA Este trabajo
znu-Rvs- .
BamHI CGCGGATCCTTAATTTTAGGCTTGCAGAAGTGA EMSA Este trabajo
zinT-Fwd- .
HindIIl GCGAAGCTT ATGGCCGCGTAATTTTTCTT EMSA Este trabajo
zinT-Rvs- .
BamHI CGCGGATCC CAAAACGTTACCCTCATCTTTCTT EMSA Este trabajo
rpmE2-Fwd- .
HindlIl GCGAAGCTTGCTGACCAGATGTCGTGTTG EMSA Este trabajo
rpmE2-Rvs- .
BamHI CGCGGATCCTGCGCCCTCTCAATTATGTT EMSA Este trabajo
Fwd3193-
Vlillindlll GCGAAGCTTGAAAGGATCTGCGATCTTCG EMSA Este trabajo
CGCGGATCCCCCTCAGTCAGCGTTAAAATG EMSA Este trabajo

Rvs3193-



BamHI

Fwd1454-
HindIII

Rvs1454-
BamHI

Zur-Fw-BamHI

Zur-Rvs-Xhol

prom-zinT-
check

zinT-P1-Fwd

zinT-P2 Rvs

IsrD-P1

IsrD-P2

tolC-P1

tolC-P2

3193 Fwd
Nuevo

1454 Rvs
Nuevo

znuC Fwd

znuC Rvs

GCGAAGCTTTTCTAAAAAAACCTTTAAAA

CGCGGATCCATTTAAGACCCTCAGTCA

CGCGGATCCGCGATGGAAAAGACCACAACGC

CCGCTCGAGCGGCTAACGTGGTTTTTTCTTCACC

GATCACGACCATTGCCAGAA

GGGTAACGTTTTGGTGATTCATTTAAAAAAACTGACAATGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

GCTCGCTATTCATAGCGAGCTTTTAACATTGCAATCAGACCATATGAATATCCTCCTTA

TTGTTATATTATAACATTGCATTTATTTCAACAGAAACTCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

CCAGTTGATATCAAAAAAGGCCACCTGCGCGGTGGCCGCTCATATGAATATCCTCCTTA

TACAAATTGATCAGCGCTAAATACTGCTTCACAACAAGGAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

GGCACAGGTCTGATAAGCGCAGCGCCAGCGAATAACTTACATATGAATATCCTCCTTAG

CTAACCTCAGCTGGCTTTGCA

CGTGTACTGGCCATTGT

ACGTCTCGGTCTCATTTGGT

TTTGCGGGACATAGCCGATA

EMSA

EMSA

Purificacién Zur

Purificaciéon Zur

Checkeo de mutante

Delecion zinT
Delecion zinT
Interrupcién isrD
Interrupcioén isrD
Delecidn tolC

Delecién tolC

qRT-PCR

qRT-PCR

qRT-PCR

qRT-PCR

Materiales y Métodos

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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2. MEDIOS DE CULTIVO

La células fueron crecidas en el medio de cultivo Luria-Bertani (LB),
compuesto por 10 g/l de peptona de carne, 5 g/l de extracto de levaduray 5 g/I
de NaCl (Difco). En los casos indicados, se utilizé 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 bovina y 5 g/l de peptona.
Como medio de crecimiento definido se utilizé el medio minimo M9 (Difco)
compuesto por 6,78 g/l de Na;HPO4, 3 g/l de KH2PO4, 0,5 g/1 de NaCl, 1 g/l de
NH4Cl, 0.4% de glucosa como fuente de carbono, 2 mM de MgS0O4 y 0,1 mM de
CaCl.

El crecimiento en condiciones de escasez de Zn se logré usando el medio
minimo Vogel-Bonner (VB-MM), compuesto por 0,04 g/1 de MgS04, 2 g/1 de acido
citrico, 10 g/1 de K;HPO4 anhidro, 3,5 g/l de NaH4PO4 y 2 g/1 de glucosa como

fuente de carbono.

Para la preparacion de medios sélidos se agregd agar a una concentracion
final de 15 g/l. Los antibioticos empleados fueron: ampicilina (100 pg/ml),
cloranfenicol (10 pg/ml), kanamicina (50 pg/ml) y tetraciclina (15 pg/ml). En los
casos donde fuese necesario se agregaron sales de CuSO4 o ZnSO4 en las

concentraciones indicadas.

Las células de la linea macrofagica Raw 264.7 fueron cultivadas en medio
D-MEM (del inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Invitrogen),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Internegocios). Las células fueron

mantenidas a 372C en atmoésfera de CO> al 5%.

3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y EXTRACCION DE ARN

En los experimentos de RT-PCR semi-cuantitativa se utilizaron muestras

de ARN extraidas con el reactivo RNAzol RT (Molecular Research Center). En
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este caso, se inocularon 100 ml de medio M9 con cultivos crecidos toda la noche
de Salmonella Typhimurium 14028s silvestre y Azur, se dejaron crecer hasta fase
exponencial media (DO630 entre 0,4 y 0,7) y se agregaron los metales a una
concentracion final de 25 uM para el CuSO4 y de 125 uM para el ZnSO4. Luego de
40 minutos de agregado de metal, se adicioné fenol acido al 5% en etanol y se
incubaron los cultivos 20 minutos en hielo para detener la transcripcién y el
tratamiento con el metal. En paralelo, se procedié de igual manera con cultivos
sin agregado de metal. Luego de la extraccion del ARN con el agente RNAzol RT,
las muestras fueron sometidas a tratamiento con DNAsa RQ1 (Promega) para
mejorar su calidad. La calidad y cantidad del ARN se verific6 mediante geles de
garosa y mediadas espectrofotométricas, respectivamente. Las muestras se

guardaron a -80°C.

Todas las preparaciones de ARN que fueron utilizadas en los ensayos de
RT-PCR presentaron un valor del cociente (Abs260nm/Abs280nm) entre 1,7 y

2,0; lo que indica que se hallaban esencialmente libres de proteinas y fenol 202,

4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

4.1. PCREN CONDICIONES NORMALES

Para la amplificacion de fragmentos por PCR se siguié un protocolo basico
consistente en la desnaturalizacion inicial del ADN a 94°C durante 4 minutos,
luego una iteracién de 30 ciclos compuestos por desnaturalizacién del ADN a
94°C anillado de los cebadores entre 50 y 60°C (dependiendo de las
caracteristicas de los oligonucleo6tidos) y elongacion del ADN a 722C para la Taq
Polimerasa o 68°C para Pfx Platinum, para cada ciclo. Los tiempos de
desnaturalizacion y anillado fueron de 30 segundos cada uno, y los de elongacién
dependieron de la longitud de los productos a amplificar (1 minuto por cada 1

kpb). Finalmente, se incluyé una etapa de extensién a 72°C o 68°C durante 10
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minutos. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Eppendorf
Mastercycle Gradient. El volumen final de las reacciones fue de 50 pl
conteniendo: Solucidon 1X de amplificaciéon comercial, suplementada con 2,5 mM
MgCl2, 0,25 mM de cada uno de los desoxinucleotidostrifosfatos, dATP; dGTP;
dCTP y dTTP (Invitrogen), 1 pg de ADN molde, 10 pico moles (pmol) de
oligonucleoétidos directo y reverso y 2,5 U de Taq Polimerasa (Invitrogen) o de
Pfx Platinum (Invitrogen). Los productos de PCR fueron analizados mediante

electroforesis en geles de agarosa, como se indica en el punto 5.

4.2. PCRA PARTIR DE COLONIAS

Esta técnica se empled para verificar en las cepas transformadas la
presencia de los distintos fragmentos de interés, ya sea como fusiones
cromosomales o clonados en plasmidos. La reaccién de amplificacién de ADN se
realizé a partir de una colonia bacteriana disuelta en un volumen 50 ul de H20
destilada estéril. La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 25 pl
conteniendo: solucién de amplificacién comercial suplementada con 0,25 mM de
cada uno de los desoxinucleétidostrifosfato, dATP; dGTP; dCTP y dTTP
(Invitrogen), 1 pul de la suspensiéon de bacterias, 5 pmol de cada uno de los
oligonucleoétidos (directo y reverso) y 1 U de Taq Polimerasa (Invitrogen). Se
utilizé6 un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient. Los productos de
amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa

como se indica en el punto 5.

4.3. PCR CON TRASCRIPTASA REVERSA (RT-PCR)
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La sintesis de ADN copia se realiz6 utilizando oligonucleétidos aleatorios,
1 pg de ARN total y 1 U de la retrotranscriptasa Superscript II (Invitrogen),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.4. PCR SEMI-CUANTITATIVA

Se utiliz6 aproximadamente 5 ng de ADN copia y oligonucledtidos
especificos (ver Tabla 3) para amplificar los genes zinT, znuA y rpmEZ2 usando
Taq Polimerasa (Invitrogen) en un termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems). Como control interno para la normalizaciéon se amplific6 un
fragmento del gen GAPDH. Las condiciones de amplificacién fueron: 5 minutos
de desnaturalizacion a 94°C, seguido de 25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 58°C, 30 segundos a 72°C, y una incubacioén final de 5 minutos a 72°C.
Se cuantificaron las intensidades de los productos obtenidos en un gel de agarosa
al 1% con el sistema Molecular Imager ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad). Para cada
producto de PCR, se sustrajo una lectura del fondo vacio en cada una de las
posiciones a medir. Los valores normalizados con el control interno, se utilizaron

para calcular la expresion relativa de cada gen en cada condicién estudiada.

4.5. PCREN TIEMPO REAL O CUANTITATIVA (qRT-PCR)

5 ul de una dilucién 1/10 de cada ADN copia se utiliz6 como molde para la
reaccion de qRT-PCR, usando los pares de cebadores adecuados para amplificar
fragmentos de los genes copA, cueO y zntA. Las reacciones de qRT-PCR 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 RT-PCR (Eppendorf).
La expresion relativa se calculé utilizando los valores de ciclo umbral (Ct)

obtenidos a partir de cada muestra de la siguiente manera: expresidn relativa =
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Z'AACt, siendo ACt = Ctmuestra — Ctcontrol interno y AACt = ACmuestra = ACtmuestra de referencia
(en donde la muestra es el transcripto en la condicién en estudio, el control
interno es un fragmento del gen GAPDH y la muestra de referencia corresponde a

los transcriptos en la condicion sin agregado).

5. ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA

El ADN cromosomal y plasmidico y los productos obtenidos por PCR
fueron resueltos mediante electroforesis en geles de agarosa de distinta
concentracion segun el tamano esperado del fragmento a resolver, empleando
sistemas de tipo submarino 202. La solucién reguladora 0,5 X TBE (45 mM Tris
base, 45 mM Aacido bérico, y 1 mM EDTA) se utiliz6 para la preparacion de los
geles y como soluciéon de electroforesis. Para observar la resolucién de las
bandas se agregd bromuro de etidio en una concentracién final de 0,3 pg/ml
antes de la solidificacion del gel de agarosa. Previo a la siembra, las muestras se
mezclaron con solucién 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 de volumen de muestra:solucién de siembra. Como marcador de peso
molecular se utiliz6 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen). Los geles fueron corridos a
una intensidad de corriente constante de 75 mA y una vez finalizada la
electroforesis, los fragmentos de ADN se detectaron empleando un
transiluminador de luz UV (FBTIV-88, Fischer Biotech). Para registrar los geles
se utilizo una camara Sony DSC-H7, adaptada para su utilizacion con un

transiluminador.

6. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR o luego de la digestiéon con

enzimas de restriccion fueron purificados a partir de geles de agarosa 1 0 2 %
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(dependiendo del tamafio del fragmento a purificar) mediante la tecnologia de
adsorcion provista por el kit comercial GFX (General Electric Healthcare Life

Sciences) siguiendo las indicaciones del proveedor.

7. CONSTRUCCION DE MUTANTES CROMOSOMALES

En la Figura MM1 se esquematiza el método empleado para la obtencién
de mutantes polares y no polares de S. Typhimurium desarrollado por Datsenko
y colaboradores 197. Este método se basa en la recombinaciéon de fragmentos
pequefios de ADN mediado por el sistema red del fago A, luego de la
transformacién de las células con ADN lineal. Los fragmentos de ADN lineal se
obtuvieron por amplificaciéon por PCR de un casete de resistencia a Cm o a Km
flanqueado por los dos sitios de reconocimiento de la recombinasa especifica FLP
(FRT), utilizando oligonucleétidos con extremos 5’ homdlogos al gen a mutar y
extremos 3’ que hibridan con los sitios FRT de los plasmidos molde pKD3 (CmR)
o pKD4 (KmR) 197 (Fig. MM1). Con estos fragmentos se transformaron células de
Salmonella 7065/pKD46 electrocompetentes. El plasmido pKD46 197 es
termosensible, y presenta los genes gam, bet y exo del fago A bajo el control de un
promotor inducible por arabinosa, cuyos productos génicos evitan la
degradacion del ADN lineal por la nucleasa RecBCD de la bacteria y facilitan la
recombinacion de éste con el cromosoma. La preparaciéon de células
7065/pKD46 competentes se llevo a cabo de acuerdo al punto 9, excepto que los
cultivos fueron crecidos a 30°C y con el agregado de 20 mM arabinosa
(concentracion final). La electroporacion se realizo con 7 pl de producto de PCR
purificado y concentrado por precipitacion con 10 % V/V de acetato de amonio 3
M y un volumen de isopropanol, o mediante kit comercial (ver punto 6). Previo a
la seleccién, se incubé 1 hora a 30°C con agitacién en 800 ul de LB (para
contribuir a la insercién lineal del fragmento al cromosoma) y luego 3 horas a
37°C con agitacién (para curar las células del plamido termosensible pKD46). La
seleccién de las células transformantes se realizé plaqueando las mismas en

medio LB-agar suplementado con la mitad de la concentracién convencional de
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antibiotico, y posterior repique de las colonias resistentes en placas LB-agar en
presencia del antibidtico en la concentraciéon final correspondiente. La presencia
de la mutacion deseada en las células transformantes fue confirmada por PCR a
partir de colonia (punto 4.2). Finalmente, la mutacion obtenida fue transferida a
la cepa silvestre 14028s mediante transduccién con el bacteriéfago P22 HT (ver

punto 11).

La insercion en un operén del casete de CmR en orientacién contraria a la
del gen mutado provocé en todos los casos estudiados un efecto polar sobre los
genes corriente abajo. Para obtener mutaciones no polares, se delecion¢ el casete
de resistencia al antibiético mediante la accién de la recombinasa especifica FLP
sobre sus sitios blanco FRT. Para ello se transformo la cepa 14028s conteniendo
la mutacién polar CmR con el plasmido termosensible pCP20 (AmpR) (punto 10),
que presenta el gen que codifica para FLP inducible por un aumento en la
temperatura 199. Se seleccionaron colonias AmpR a 30°C, y luego se repicaron en
LB-agar a 42°C para inducir la expresion de la recombinasa y evitar la replicaciéon
del plasmido que, de esta manera, se pierde. Se seleccionaron las mutantes
deseadas por contraseleccion en placas conteniendo Cm o Amp como células

sensibles a dichos antibioticos (Fig. MM1).

8. CONSTRUCCION DE FUSIONES TRANSCRIPCIONALES
CROMOSOMALES A LACZY

Para la obtencion de mutantes cromosomales por insercién del gen
reportero lacZ corriente abajo de la secuencia promotora de interés (fusion
transcripcional), se empled el método de transformacion lineal descripto para la
construccion de mutantes cromosomales 197 (punto 7) so6lo que, en este caso, los
fragmentos de ADN lineales se obtuvieron por reaccion de PCR empleando como
molde el vector p]B20, que codifica para los genes lacZY (carente de secuencias
regulatorias propias) y el casete de Cm, flanqueado por los dos sitios de

reconocimiento de la recombinasa especifica FLP (FRT) (Fig. MM2). En estas
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construcciones la insercién del gen reportero reemplaz6 el marco de lectura
abierto situado corriente debajo de la secuencia promotora de interés y se

utilizaron los mismos oligonucleétidos que los diseflados para delecionar dicho

gen (punto 7).
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Figura MM1. Obtenciéon de
mutantes polares y no polares en
Salmonella. El esquema muestra la
estrategia descripta por Datsenko y
Wanner para la obtencién de
mutantes cromosomales. (A) Se
genera por PCR un fragmento de
ADN lineal que contiene el gen de
resistencia a Cm o Km (flecha
celeste) utilizando como molde al

plasmido pKD3 o pKD4,
respectivamente, y oligonucledtidos
que presentan secuencias

homdlogas a los extremos 5’ o 3’ del
gen que se quiere delecionar (linea
amarilla) y a los sitios FRT (lineas
grises). (B) Mediante
electroporacion se transforma una
cepa Salmonella 7065 que exprese
el sistema de recombinacién lambda
red. (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 un
pldsmido que exprese la
recombinasa FLP que va a reconocer
los sitios FRT y escindir el casete de
resistencia a antibidtico. Se contra
seleccionan colonias sensibles al
antibidtico cuya resistencia esta
codificada en el gen escindido.

En el caso de la construccién de mutantes reporteras apolares, el casete
de Cm fue escindido por la acciéon de FLP presente en el vector pCP20 de manera
similar a lo descripto en el punto 7. De esta manera, se pueden generar fusiones

transcripcionales que no afectan a los genes corriente abajo al gen en estudio.



La seleccion de las células transformantes se llevd a cabo como se
describe en el punto 7, pero en este caso las placas de Petri se suplementaron,
ademas, con el cromégeno 5-bromo-4-cloro-3-indolil 3-D-galactopiranosido (X-
Gal), sustrato de la actividad [3-galactosidasa codificada por el gen lacZ, a una

concentracion final de 0,12 mg/ml. Una reaccién positiva de actividad -
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galactosidasa genera colonias de color azul en el medio sélido.
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La insercion del casete lacZY-Cm en las células transformantes fue
confirmada por PCR a partir de colonia (punto 4.2), con un oligonucleétido
directo complementario a la regién promotora de interés y otro reverso que
hibrida al inicio del gen lacZ. Finalmente, la mutacién obtenida fue transferida a

la cepa salvaje 14028s mediante transduccién con el bacteriéfago P22 HT (punto

11).

Fusion lacZY a la region
promotora del gen de

intorés, apolar.

Figura MM2. Obtencion de fusiones
transcripcionales a lacZY polares y
no polares en Salmonella. En la figura
se esquematiza el método utilizado para
la construccion de cepas reporteras
portadoras de una fusion transcripcional
a lacZY en un gen de interés. (A) Se
genera por PCR un fragmento de ADN
lineal que contiene los genes lacZY
(amarillo) y el gen de resistencia a Cm
(celeste), utilizando como molde al
plasmido pJB20. los cebadores utilizados
hibridan con las regiones P1 y P2 del
vector (gris) que flanquean a los genes
lacZY-Cm y a los sitios FRT (violeta).
Ademas, estos cebadores presentan
secuencias homodlogas a las regiones
flanqueantes 5’ y 3’ del gen en estudio
(naranja). (B) Mediante electroporacion
se transforma una cepa Salmonella 7065
que exprese el sistema de
recombinacion lambda red. (C) Se
seleccionan aquellas cepas que han
incorporado el gen de resistencia. (D)
Este ultimo puede a su vez ser escindido
mediante accion de la recombinasa FLP
que actla especificamente sobre las
secuencias FRT. Para ello, se transforma
a las mutantes obtenidas en (C) con el
pldsmido pCP20, que expresa el gen de
la recombinasa. Finalmente, se verifica
la pérdida de la resistencia (mutante no
polar).
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En los casos donde no se obtuvieron con éxito las fusiones
transcripcionales a lacZY por transformacion lineal, el casete de resistencia
introducido como se detalla en el punto 7 fue escindido por recombinacion de las
secuencias FLP 197, seguido de la integracidon sitio especifica del plasmido
pKG136 en los sitios FRT remanentes, como se describe en el trabajo de

Ellermeier y col. (2002) 201,

9. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

Para la preparacion 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 en el mismo medio, y se incub6 con agitacién permanente a 37°C hasta
DOs30 de 0,5 a 0,8. El cultivo se enfrié en hielo durante 20 minutos y se centrifugd
a 7.000 rpm a 4°C. El sedimento celular obtenido se lavé 1 vez con 1 volumen de
agua destilada estéril fria y 3 veces con 10 ml de 10 % (p/v) glicerol. Finalmente,
se resuspendié en 0,6 ml de 10 % (p/v) glicerol y se fraccioné en tubos estériles,
que fueron utilizados inmediatamente o almacenados a -80°C hasta el momento

de su uso.

10. TRANSFORMACION Y SELECCION

Para la transformacion celular se colocaron 40 pl de la suspensién de
células competentes preparadas como se indica en la secciéon anterior en una
celda de electroporacion y se agregaron 1 a 3 pl del plasmido, la mezcla de
ligacion, o 7 ul del fragmento lineal purificado y se electroporé utilizando un
voltaje de 2,5 kV en un electroporador marca Bio-Rad. Luego se agregé 1 ml de
medio LB y se incub6 1 hora a 37°C con agitaciéon constante. Para la generacién
de mutantes cromosomales se detallan en el punto 7 las modificaciones de este

protocolo. Las células fueron concentradas por centrifugacién y se sembraron
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con espatula de Drigalsky en placas de Petri conteniendo LB agar suplementado
con el antibiético adecuado para seleccionar las bacterias transformantes. Las

placas se incubaron a 37°C durante toda la noche.

11. UTILIZACION DEL BACTERIOFAGO P22

11.1. OBTENCION DE LISADOS EN MEDIO SEMISOLIDO

Las mutaciones en los diferentes genes de Salmonella descriptas durante
esta Tesis fueron movilizadas mediante transduccién generalizada con fago P22.
Primero se realiz6 un lisado de la cepa dadora, para lo cual se tomaron 100 pl de
un cultivo saturado de la cepa dadora y se lo incubé con 100 pl de una dilucién
10-* de la suspensién de fagos P22 HT crecidos en la cepa salvaje 14028s. Luego
se agregaron 3 ml de medio LB semisélido fundido a 42°C, se agito
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 colectar el lisado se
agregd a la placa 5 ml de medio LB liquido y, con ayuda de una espatula de
Drigalsky, se recogid la mezcla de LB semisélido, bacterias y fagos. A esta mezcla
se la trat6 con 200 pl de cloroformo para completar la lisis celular y se la
centrifugé 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

uso0203,

11.2. OBTENCION DE LISADOS DE LA CEPA DADORA EN MEDIO LIQUIDO

Esta técnica se utilizé para transferir, mediante transduccion, el plasmido

pCP20 utilizado para curar la resistencia al antibiotico de algunas mutantes. El
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lisado se obtuvo centrifugando 5 minutos a 5000 rpm 1 ml de un cultivo crecido
durante 16 hs de la cepa dadora correspondiente, resuspendiendo el sedimento
celular en 5 ml de medio Nutrient Broth y agregando 0,05 ml de Sales E 50 X (ver
composicion en la Tabla 5), 0,05 ml de glucosa 20 % (p/v) y 5x107 pfu/ml de
fago P22 HT. Tras una incubacién de 6 hs a 37°C sin agitacion, se agregaron 200
ul de cloroformo y se centrifugd durante 10 minutos a 8000 rpm. El
sobrenadante obtenido, que contiene la suspension de fagos, se conservo

concloroformo a 4°C hasta el momento de su uso.

Tabla 5: Composicion de sales E (50 X)

Composicion Concentracion
MgS04.7H20 10 g/1
Acido citrico.H20 100 g/1
K2HP04.3H20 655¢g /1
NaNH4HPO04.4H20 175 g/1
CHCl3 3 ml/l

11.3. TRANSDUCCION GENERALIZADA

Una alicuota de 70 pl de un cultivo saturado de la cepa receptora se
incubd durante 30 minutos a 37°C sin agitacion con 30 ul de un lisado de P22
proveniente de la cepa dadora 203. En los casos en que se utilizaron los lisados
preparados en medio liquido, se agregaron sales E a una concentracion final 1 X a
la mezcla de transduccidn. Se utilizaron como controles mezclas en las cuales se
reemplazaron bacterias o fagos por LB estéril, segiin corresponda. La seleccién

de transductantes se realizé sembrando el volumen de reacciéon de transduccién
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en placas de Petri con medio LB soélido, suplementado con el antibiodtico

correspondiente para su selecciéon y 1,7 mM EGTA.

12.TECNICAS BIOINFORMATICAS

Las secuencias de las regiones promotoras de los genes del regulon Zur

fueron obtenidas de la base de datos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). El

motivo consenso para el sitio de unién Zur fue generado entrenando el programa
MEME 204 con las regiones promotoras nombradas en el texto de Resultados y
Discusion, considerando como restriccion para el programa que encuentre sélo
un motivo en cada secuencia. La matriz obtenida luego fue utilizada para buscar
nuevos motivos en el genoma de Salmonella mediante el programa MAST 205,

“w__ )

Aquellos operadores con un valor “p” menor a 1,0 x 107, presentes en regiones
intergénicas y corriente arriba de marcos de lectura abiertos fueron
considerados para el andlisis posterior. Para el andlisis de la localizacién
subcelular se utiliz6 el software PSORT 2% con los pardmetros provistos por el

servidor (http://psort.hgc.jp/form.html).

13.ENSAYOS DE ACTIVIDAD $3-GALACTOSIDASA

13.1. ENSAYOS DE ACTIVIDAD [B-GALACTOSIDASA EN TUBO

Las medidas de actividad B-galactosidasa se realizaron siguiendo una
modificacion del protocolo propuesto por Miller 207. Brevemente, se crecié un
cultivo de la cepa a analizar en medio M9 suplementado con el antibiotico
correspondiente hasta fase estacionaria, en presencia de 2 uM o 10 uM de CuSOs,
10 pM de FeS04, 10 pM de CuSO4 y FeSO4, 50 uM de ZnS0O4, 50 uM de EDTA o en
ausencia de cualquier agregado. Para las medidas en medio LB, los cultivos se

crecieron en presencia de 0,25 mM de CuSO4, 0,25 mM de FeSO4, 0,25 mM de
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CuSO4 y FeSO4, o sin ninglin agregado. Las concentraciones elegidas se basaron
en resultados previos del laboratorio. Luego se tom6 una alicuota de 200 pl del
cultivo y se le determin6 la densidad celular por medidas de absorbancia a 630
nm (DOs30). Para el ensayo de actividad, se agregaron 30 pl del cultivo al medio
de reaccion, que contenfa 275 pl de una solucién reguladora Z (16,1 g/l
NazHP04.7H:0; 5,5 g/l NaH2P04.H20; 0,75 g/1 KCl; 0,246 g/1 MgS04.7H20; 0,27 %
(v/v) B- mercaptoetanol), 24 pl de cloroformo, y 14 ul de 0,1% (p/v) SDS. La
mezcla se agit6 vigorosamente por 5 segundos. La reaccion se llevé a cabo a 30°C
y se inici6 por el agregado de 60 pl del reactivo o-nitrofenil-B-D-
galactopirandsido (ONPG) 4 mg/ml a cada tubo, se mezclaron los reactivos y se
dejé a 30°C hasta observar coloracion amarilla. La reacciéon colorimétrica se
detuvo con el agregado de 150 pl de 1 M Na2COs. Se registré el tiempo de
reaccion, y se determiné la absorbancia de las muestras a 405 nm utilizando un
lector de microplacas Biotek modelo Synergy 2. Cada reaccion se proces6 por
duplicado y como blanco de reaccion se utiliz6 un tubo al que se le agreg6 30 pl
de LB en lugar de cultivo. La actividad enzimatica se calcul6 segun la siguiente
formula: Actividad (UM) = ((DO4os tubo 1 + DOQ405 tubo 2)/ 2 x DO630 x At) x
10000 Donde DO405 tubo 1 y DO4os tubo 2 son cada una de las medidas de
absorbancia a 405 nm de una muestra, obtenidas al analizarla por duplicado; At
es el tiempo de reacciéon en minutos; y DOs30 la densidad éptica a 630 nm del

cultivo liquido.

13.2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD [(-GALACTOSIDASA EN MICROPLACA

Para los ensayos en microplaca, los cultivos fueron crecidos toda la noche
en medio LB en una microplaca de 96 pocillos, a 37°C y con agitacion continua,
en un lector de microplacas Biotek modelo Synergy 2. Las concentraciones de
EDTA agregadas fueron las siguientes: 0, 10, 30, 75, 100, 150, 300, 500, 1000 y
2000 uM, estas concentraciones se eligieron luego de varios ensayos de puesta a
punto realizados con anterioridad. El crecimiento de los cultivos fue

monitoreado durante toda la noche, obteniéndose ademas la DOe30 final, luego de
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16 hs de crecimiento. Para el ensayo de actividad, se tomaron 100 pl del cultivo,
los cuales fueron tratados con 10 pl de cloroformo, y se transfirieron 7,5 pl a una
nueva microplaca de 96 pocillos conteniendo la mezcla de reaccién: 75 pl de una
solucion reguladora Z (16,1 g/l NazHPO4.7H20; 5,5 g/l NaH2PO4.H20; 0,75 g/1
KCl; 0,246 g/1 MgS04.7H20; 0,27 % (v/v) B- mercaptoetanol) y 4 pl de 0,1% (p/v)
SDS, por pocillo. La mezcla se agité por pipeteo. La reaccién se llevo a cabo a
30°C en un lector de microplacas Biotek modelo Synergy 2 y se inicié por el
agregado de 15 pl del reactivo o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG) 4
mg/ml, el cual fue agregado a cada pocillo mediante el sistema de dispensador
del aparato. La reaccién colorimétrica se monitore6 durante 30 minutos,
tomandose una lectura cada 1,5 minutos. La actividad enzimatica se calculd
segun la siguiente formula: Actividad (UM) = (pendiente x 20000)/D0s30. Donde
la pendiente es el cociente entre ADO4os/At para un tramo particular de la curva
densidad oOptica a 405 nm versus el tiempo de reaccion (puntos 10 a 15 de la

curva), y la DOe30 es la densidad 6ptica a 630 nm del cultivo liquido.

14.CRECIMIENTO EN CONDICIONES DE BAJO Zn

14.1. CRECIMIENTO EN MEDIO SOLIDO

Cultivos crecidos toda la noche en LB de Salmonella silvestre y mutantes
fueron lavados dos veces con una solucién de PBS 1X (del inglés Phosphate
Buffered Saline; 8,5 g/L de NaCl, 1,4 g/L de NaH2PO4H20 y 2,7 g/L. de Na2HPO4.7
H20) y normalizados a una DOs30 de 1 unidad de absorbancia. Las suspensiones
de bacterias se diluyeron 1:10 de manera seriada y se sembraron 5 pl de cada
una sobre las correspondientes placas de LB agarosa 1,5%. Se tomaron

fotografias de las placas luego de incubarlas toda la noche a 37°C.
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14.2. CRECIMIENTO EN MEDIO LIQUIDO

Para analizar el crecimiento en medio liquido, las cepas fueron crecidas en
medio VB-MM a 37°C y luego diluidas 1:50 en el mismo medio suplementado o
no con 3 uM de ZnSOs. Se tomaron alicuotas de 200 pl de estas diluciones para
inocular una microplaca de 96 pocillos y seguir su crecimiento toda la noche
mediante medicién de la DOe3o en un lector de microplacas Biotek modelo

Synergy 2

15.ENSAYOS DE SOBREVIDA EN MACROFAGOS

Cultivos de Salmonella Typhimurium saturados, crecidos a 37°C con
agitacion, se centrifugaron 10 minutos a 6500 rpm y el sedimento celular se lavo
y resuspendié con medio D-MEM. Las células se infectaron con los cultivos
bacterianos, utilizando MOIs (MOI, del inglés Multiplicity of Infection) de
aproximadamente 10. La placa se centrifugdé 10 minutos a 1000 rpm y se incub6
20 minutos a 37°C en atmoésfera de CO2 al 5%. Posteriormente, las células se
lavaron 3 veces con PBS y se agregdé medio de cultivo suplementado con 30
ug/ml de gentamicina para eliminar las bacterias extracelulares. La placa se
incubd a 37°Cy luego, a los tiempos indicados, las células se lavaron con PBS y se
lisaron con 0,05% Tritén X-100. Las UFC (Unidades Formadoras de Colonia) se
determinaron mediante diluciones seriadas en medio LB-agar. Los porcentajes
de invasion se calcularon en relacion al indculo bacteriano inicial utilizado para

la infeccidén de las células.

16.CONSTRUCCION DEL PLASMIDO DE EXPRESION pZur
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16.1. PREPARACION DE ADN PLASMIDICO

La extraccion de plasmidos a partir de células de E. coli, previamente
transformadas, se realiz6 creciendo las células durante toda la noche a 37°C en 5
ml de medio LB suplementado con el antibidtico correspondiente, con agitacién
constante. El cultivo se centrifug6 y se resuspendieron las células en 350 ul de
solucién STET (Sacarosa 8 %, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM EDTApH 8,0y 5 %
Triton X100). Luego se agregaron 10 ul de una solucién conteniendo 10 mg/ml
de Lisozima, 1 mg/ml de RNasa, 50 mM Tris-HCI pH 8,0 y 50 % de glicerol. La
mezcla se incubé 1 minuto a 100°C y luego se centrifugé 10 minutos a 12000
rpm en una microcentrifuga de mesa. Con un palillo estéril se removi6 el pellet,
de manera de conservar el sobrenadante en el mismo tubo eppendorf. Este
sobrenadante conteniendo el ADN plasmidico se sometié a una extraccién con
volumenes iguales de cloroformo y fenol, equilibrado con 0,1 M Tris-HCI pH 8,0,
conservandose la fase acuosa. Para precipitar el ADN se agreg6 acetato de
amonio 3 M, de tal manera de lograr una dilucién al décimo de la sal y 2
volumenes de etanol absoluto. Luego se incubd a -20°C durante 2 horas y se
centrifugd a 13.000 rpm durante 10 minutos. Se descarto el sobrenadante, y el
precipitado obtenido se lav6 con etanol 80 % (v/v) y se secé a temperatura
ambiente. Finalmente, el precipitado se resuspendi6 en 20 pl de agua destilada
estéril y se almacené a -20°C hasta el momento de su utilizacion.
Alternativamente, para obtener un ADN plasmidico de mejor calidad, se utilizé

un kit comercial (Sigma), siguiendo las instrucciones del fabricante.

16.2. DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Las condiciones de digestién usadas fueron las recomendadas por los
proveedores de las endonucleasas de restriccion. Los volimenes de reaccion
variaron entre 15-30 pl. Se utilizé aproximadamente 1 U de enzima por pg de

ADN. En general, el tiempo de incubacién para las digestiones del plasmido
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fueron de 3 a 4 horas. Los resultados de los cortes con enzimas de restriccion se
verificaron mediante electroforesis de los productos obtenidos en geles de

agarosa, como se describe en el punto 5.

16.3. REACCIONES DE LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl,
conteniendo 1 U de la enzima ADN ligasa del bacteriofago T4 (Invitrogen),
solucion de reaccién comercial 1X, y los fragmentos de ADN a ligar (vector e
inserto en una proporciéon 1:4, respectivamente). Las reacciones se incubaron
durante toda la noche a 4°C o de 4 a 5 horas a temperatura ambiente. Luego de
este periodo, las diferentes muestras fueron sometidas a dialisis en gota contra
agua previamente esterilizada, utilizando discos de didlisis de nitrocelulosa

(tamafio de poro 0,025 pum) (MILLIPORE) durante 60 minutos.

16.4. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO DE EXPRESION

La construccion del plasmido pZur fue realizada como se describe a
continuacién. En primer lugar, se clon6 el marco de lectura abierto de zur (516
pb, oligonucleotidos Zur-Fwd-BamHI y Zur-Rvs-Xhol, ver Tabla 3). El fragmento
correspondiente se digiri6 con BamHI y Xhol y se clon6 en el plasmido de
mediano nimero de copias pHISparallel2, el cual ya ha sido utilizado en el
laboratorio para la expresion de proteinas unidas a una cola de histidinas 192. Con
la mezcla de ligacién se transformaron células competentes de E. coli XL1-Blue y
se seleccionaron las transformantes en placas de LB-agar suplementadas con el
antibiotico correspondiente. La presencia del inserto se verificé por PCR a partir
de colonias y analisis por restriccion utilizando las enzimas BamHI y Xhol. Para
verificar la ausencia de mutaciones en el inserto, el plasmido se purificé y se

secuenci6 (Maine). Posteriormente, y ante la imposibilidad de obtener una
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expresion adecuada de Zur, el plasmido pZur se insertd por transformacion en
otras cepas de E. coli electrocompetentes (BL21 DE3, BL21 DE3 C43 y BL21 DE3
pGRO7).

17. EXPRESION Y PURIFICACION DE ZUR

Las cepas de E. coli con el plasmido que expresa el represor Zur fueron
crecidas en LB suplementado con ampicilina, con agitacion constante a 37°C
hasta saturacion del cultivo. Luego se diluyeron 1/100 en 200 ml de medio
fresco y se incubaron a 37°C o 17°C, hasta una DOs30 de 0,6. En ese momento se
adicion6 IPTG hasta una concentraciéon final de 0,1 mM y se dejé crecer los
cultivos a 37°C durante 4 horas, y los cultivos a 17°C se dejaron toda la noche.
Para la cepa portadora del plasmido pGRO7, se adicioné cloranfenicol para la
seleccién del plasmido y L-arabinosa 0,5 mg/ml para la inducciéon de las
chaperonas GroES y GroEL. Las células se colectaron por centrifugacién a 5.000 g
a 4°C durante 10 minutos y se resuspendieron en 30 ml de solucién de
sonicaciéon (50 mM Buffer fosfato pH 8,0, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol y 1 mM
PMSF), posteriormente se sometieron a 3 pulsos de sonicacién de 30 segundos
cada uno al 40 % de amplitud empleando un procesador ultrasénico modelo GEX
600 (Sonics y Materials). El procedimiento se llevé a cabo a 4°C y las
suspensiones obtenidas se centrifugaron durante 40 minutos a 17.000 rpm en
frio. El sobrenadante se sembré en una columna de afinidad de Ni-NTA agarosa
equilibrada con 50 mM Buffer fosfato pH 8,0, 300 mM NaCl y 20 mM imidazol. La
columna con la proteina unida se lavé primero con esta misma solucidn
amortiguadora y luego se pasaron sucesivamente buffers con mayor cantidad de
imidazol: 75 mM, 150 mM, 250 mM y 500 mM de Imidazol. Zur-His fue
recuperada por eluciéon con 250 mM de Imidazol y dializada exhaustivamente
contra el mismo buffer sin imidazol. La proteina purificada fue analizada por
SDS-PAGE y la concentracién fue calculada mediante el ensayo con acido

bicinconinico (C20H12N204) con albtimina sérica bovina como estandar.

77



Materiales y Métodos

18. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS.

La concentracion de proteinas se determind por el método del acido
bicinconinico (Bio-Rad), segiin especificacion de los fabricantes. Brevemente, se
agregaron 200 pl de reactivo conteniendo CuSOs y solucion de Aacido
bicinconinico en una proporcién 1:50 en volumen, a 50 pl de muestra, y se
incub6 a 372C. A los 10 minutos se midié absorbancia a 630 nm en un lector de
microplacas BioTek ELx808. Como testigo se utiliz6 albumina sérica bovina

(BSA).

19. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES

Las fracciones eluidas durante la purificacibn de Zur se analizaron
mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 208, 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 glicina pH 8,3 y 0,1 % (p/v) SDS, a una
intensidad de corriente constante de 20 mA. La concentracion de acrilamida
utilizada en los geles de separacion fue de 15 % (p/v) de una solucion de
acrilamida/bisacrilamida preparada en una relacién 30:0,8. Luego de la corrida,
los geles se tifieron en una solucién de 0,25 % (p/v) azul brillante de Coomasie R
250, 30 % (v/v) isopropanol y 10 % (v/v) acido 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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20.TRANSFERENCIA E INMUNODETECCION DE PROTEINAS EN
MEMBRANA DE NITROCELULOSA (“WESTERN BLOT")

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida
como se describe en el punto 19 fueron electrotransferidas a membranas de
nitrocelulosa (GE) en una cuba de transferencia semi-seca (Trans-blot SD, Bio-
Rad). La transferencia se llevé a cabo con una solucién conteniendo 25 mM Tris,
192 mM glicina pH 8,3 y 10 % (v/v) metanol, durante 30 minutos con una
intensidad constante de 300 mA. Una vez terminada la transferencia, la
membrana fue bloqueada 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 agitacidn. Luego se incub6 la membrana con una diluciéon 1/1000 de
anticuerpos monoclonales anti-HIS en la solucion TBS/leche. Una vez finalizada
la incubacién, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con TBS/leche.
Posteriormente, la membrana se lavé 3 veces con soluciéon TBS por 10 minutos
cada vez, y luego se incubé durante una hora con anticuerpos policlonales anti
raton (Sigma) conjugados con la enzima fosfatasa alcalina, diluidos 1/3000 en la
misma soluciéon TBS. A continuacion, se realizé un lavado de 10 minutos con TBS
y un lavado con una solucién conteniendo 100 mM Tris-HCI pH 9,0, 100 mM NacCl
y 5 mM MgCly. Luego, se coloc6 la membrana en una soluciéon de la misma
composicion a la cual se le agregé 0,15 mg/ml BCIP y 0,3 mg/ml NBT disuelto en
70 % N-N-dimetilformamida y se incubé en oscuridad a temperatura ambiente

hasta desarrollo de color.

21. FOSFORILACION DE OLIGONUCLEOTIDOS

Las reacciones de fosforilacién de los oligonucleétidos se llevaron a cabo
en un volumen de 10 ul, conteniendo una solucién de fosforilacién comercial
suplementada con 45 pCi de [y-32P]JATP (3000 mCi/umol, 10 uCi/pl, New
England Nuclear), 15 pmoles del oligonucleétido, y 10 U de T4 polinucleétido
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quinasa (Invitrogen). Se incubé 30 minutos a 37°C, y luego se detuvo la reacciéon

por inactivacién de la enzima, calentando la mezcla a 65°C durante 10 minutos.

22. PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE ADN MARCADO
RADIACTIVAMENTE PARA SU UTILIZACION EN LOS ENSAYOS DE
RETARDO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA

Para cuantificar los fragmentos de ADN utilizados en los ensayos de
retardo de la movilidad electroforética, cada fragmento correspondiente a un
promotor en estudio fue amplificado con un oligonucle6tido marcado
radiactivamente y uno sin marcar segun se indica en cada experimento. A su vez,
se realizd la misma reaccion de PCR no radiactiva. Todos los productos de PCR
fueron sembrados en un gel de agarosa al 1% para verificar la presencia de una
Unica banda y purificados a partir del gel mediante el kit comercial GFX (General
Electric Healthcare) siguiendo las indicaciones del proveedor. Los fragmentos no
radiactivos fueron cuantificados midiendo absorbancia a 260 nm, teniendo en
cuenta la relaciéon: 1 UAbszeo = 50 pg/ml. Luego, se sembraron en un gel de
agarosa cantidades conocidas del fragmento no radiactivo cuantificado y
distintos volimenes de la sonda a cuantificar. A partir de estos geles se
determiné la concentraciéon de la sonda de interés utilizando el analisis de

regresion lineal.

23. ENSAYOS DE RETARDO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA EN
GELES DE POLIACRILAMIDA

La interaccién de Zur con las regiones promotoras correspondientes fue
analizada mediante la técnica de retardo de la movilidad electroforética de Lane
y colaboradores 299, Los fragmentos de ADN correspondientes a las distintas
regiones promotoras fueron amplificados por PCR utilizando los

oligonucleoétidos detallados en la Tabla 3. Previamente, se fosforild el extremo 5°
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del oligonucleétido reverso con 32P por medio de la oligonucle6tido quinasa T4
(Invitrogen), como se describe el punto 21. Se utilizaron 2 fmoles de cada
fragmento de ADN marcado y se incubaron con diferentes cantidades (indicadas
en la leyenda de cada Figura) de Zur purificado por 20 minutos a temperatura
ambiente. Esta mezcla de reaccion se realizé en un volumen final de 20 pl,
conteniendo ademas solucion tampén comercial React3 (Invitrogen), 5 mM DTT,
10 %, Glicerol, 2,5 pg/ml ADN de esperma de salmoén (Sigma) y 25 pg/ml de
Albumina Sérica Bovina (BSA). Luego se agregd solucién de siembra (0,25 %
(p/v) azul de bromofenol, 0,25 % (p/v) xilencianol, y 30 % (v/v) glicerol) en una
proporcidon 20:1 de muestra:solucién (en volumen) y se sembrd en geles de
poliacrilamida:bisacrilamida 29:1 no desnaturalizantes de concentracidn final 7
% (p/v). Para la preparacion de los geles y como solucién de corrida se utiliz6 25
mM Tris-HCl y 190 mM glicina pH 8,3. La corrida electroforética se llevé a cabo a
4°C a una intensidad de corriente de 6 mA por gel. Los geles fueron secados a
80°C durante 60 minutos en un secador de geles con bomba de vacio (SGD 2000,
SAVANT), para luego ser incubados toda la noche en un cartucho especifico con
una pantalla que capta las emisiones de fésforo, y posteriormente escaneada en

el analizador Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare Life Sciences).

24.CALCULO DE CONSTANTES DE EQUILIBRIO APARENTES A PARTIR DE
LOS GELES DE RETARDO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA

Para la interacciéon de Zur con los promotores PznuA, PzinT, PrpmE2,
PSTM14 1454 y PSTM14 3193 se calcularon las constantes de disociaciéon
aparentes (Kp), a partir de la intensidad de las bandas en los geles de interaccién
ADN-proteina. Para esto se consideraron las reacciones moleculares en

equilibrio:

ADN libre +Zur> ADN unido
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La fraccién de sonda unida (FU) o de sonda libre (FL) en cada reaccién se
grafico en funcion de la concentracidon de Zurz o en funcion de la concentraciéon
de N,N,N’N’-Tetrakis-(2piridilmetil) etanoldiamina (TPEN), respectivamente. Los
datos se ajustaron a la  curva  FU=Bmai[Zurz]/(Kp[Zurz]) 0
FL=Bmax[TPEN]/(Kp[TPEN]), respectivamente, mediante una regresion no lineal
usando el complemento Solver del Excel, como se describe en trabajos previos a
esta Tesis 210211, Mediante esta metodologia, pudimos determinar los valores de
la constante de equilibrio de disociacién (Kp), la cual se relaciona directamente

con la afinidad del represor por los promotores estudiados.

25. DETERMINACION DE CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM)
PARA METALES

Los ensayos de inhibicién con Cu se hicieron tomando cultivos crecidos
toda la noche de la cepa de Salmonella Typhimurium 14028s silvestre y de las
mutantes indicadas, realizando wuna dilucion 1:10 en medio LB fresco
conteniendo concentraciones crecientes de CuSO4. Los experimentos se hicieron
en un volumen final de 1 ml. Luego de 15 horas de incubaciéon a 37°C y en
agitacion continua, se tomé la medida de la DOs3o.

Para los ensayos de sensibilidad a Cu en usencia de oxigeno se prosiguid
como se describe en el trabajo de Pontel y Soncini 192, 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 CuSO4. Las placas se
incubaron a 37°C por 72 horas en condiciones anaerdbicas generadas por el
Sistema de jarra Gaspak y un sobre AnaeroGen (OXOID). La ausencia de oxigeno
se verificé usando indicadores de anaerobiosis (0OXOID). La CIM se determiné
como la minima concentraciéon de CuSOz a la cual no hay crecimiento bacteriano.

Para la determinacion de la concentracién inhibitoria minima en
condiciones de aerobiosis, se siguié el mismo protocolo utilizado para la CIM en
condiciones de anaerobiosis, con la diferencia que las placas fueron incubadas

por 24 horas a 37°C directamente en estufa, en presencia de oxigeno.
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1. LARESPUESTA GLOBAL DE SALMONELLA FRENTE A IONES COBRE Y
ZINC

Los iones cobre y zinc (Cu y Zn, respectivamente) son componentes
celulares esenciales requeridos en un gran nimero de enzimas involucradas en
diferentes rutas metabdlicas 212. A pesar de ello, incluso a concentraciones
moderadas, estos iones pueden competir por sus sitios de unién en enzimas con
otros iones esenciales, generando inestabilidad, conformaciones inadecuadas y
pérdida de funcion, dependiendo de la proteina que se trate. Como ejemplo,
podemos mencionar que el Cu, que puede existir en dos estados de oxidacion,
Cu(l) y Cu(Il), puede desplazar al hierro (Fe) de grupos Fe-S accesibles en
deshidratasas y otras proteinas Fe-S 213, Ademas, al ser un metal con actividad
redox, puede catalizar la formacion de puentes disulfuro inespecificos y
promover la generaciéon de especies reactivas del oxigeno que llevaran al dafio
oxidativo de lipidos, ADN y proteinas 214, Para prevenir esto, existen distintas
redes de respuesta que detectan rapidamente una sobrecarga del metal e
inducen mecanismos especificos de manejo, almacenamiento y/o trafico de estos
iones 65215, De esta manera, frente a un desbalance en la concentraciéon de un
elemento esencial, se ponen en marcha distintos mecanismos de accién que son
especificos para ese elemento, es decir que se genera una cascada de sefializaciéon
de accidn directa sobre el problema; pero también se disparan rutas que le van a
hacer frente al problema global o al estrés que genera de manera secundaria una

fluctuacion de un determinado elemento.

Dos analisis gendémicos independientes realizados por transcriptémica en
E. coli 216217 revelan que el Cu activa no solo la expresién especifica de
mecanismos de resistencia como el reguléon Cue y el sistema de expulsion de Cu
CusCFBA (ausente en Salmonella), sino también activa genes involucrados en la
respuesta al estrés global y periplasmico, probablemente como un mecanismo de
defensa secundario contra el dafno celular causado por el Cu. Esta respuesta
secundaria incluye a SoxR, un sensor con propiedades redox que monitorea el
estado redox de la célula 218, y al sistema de dos componentes CpxR-CpxA, un

sistema que detecta estrés de envoltura 219,
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Para comenzar este trabajo de Tesis, analizamos la respuesta transcripcional
global de Salmonella frente a cambios subitos de la concentracién de Cu y Zn.
Mediante el uso de un microarreglo de tipo Tiling 220 se analiz6 y comparo la
respuesta transcripcional de Salmonella enterica serovar Typhimurium 14028s
luego de la exposiciéon a concentraciones subletales de CuSO4 o ZnSO4 por 10
minutos, en medio rico (SLB) o en un medio minimo definido (M9) 193. Este
experimento fue llevado a cabo en el laboratorio del Dr. Michael McClelland
(Vaccine Research Institute de San Diego, California). La eleccién de dos medios
de cultivo, uno rico y otro minimo, se debe a que la toxicidad de los metales
puede verse afectada por las condiciones del medio y esto puede afectar la
magnitud de la respuesta. El microarreglo de 385k fue disefiado en base a los
genomas de S. Typhimurium LT2 (NC_003197.1) y 14028s (CP001363.1: genoma
y CP001362.1: plasmido), utilizando sondas con una longitud de 46 a 50

oligonucleoétidos, solapandose alrededor de 12 nucleétidos entre ellas.

Esta metodologia nos permitié detectar valores de intensidad para cada una
de las sondas utilizadas. Para simplificar los datos obtenidos, nos enfocamos solo
en los marcos abiertos de lectura (ORFs, de sus siglas en inglés) anotados y
putativos. Usando la herramienta WebarrayDB, calculamos los valores M y los
correspondientes valores P para cada uno de los 6106 ORFs analizados en cada
condicion. Se establecié un umbral de valores M mayores a 0,5 o menores a -0,5
(correspondientes a un cambio en la transcripcion de mas de 1,41 veces en
ambas direcciones) para definir activacion o represion ante el agregado de Cu(II)

o Zn(II).

De los 6106 ORFs analizados, 117 ORFs se observaron inducidos y 80
reprimidos en SLB en presencia de Cu (SLB vs SLB+Cu), mientras que en medio
M9, un total de 71 ORFs se encontraban activados y 70 reprimidos (M9 vs
M9+Cu). Ademas, 98 ORFs se indujeron cuando las células fueron crecidas en
SLB en presencia de Zn (SLB vs SLB+Zn) y 208 cuando las células crecieron en
medio minimo conteniendo Zn (M9 vs M9+Zn). El nimero de genes reprimidos
en presencia de Zn fue de 20 en medio SLB y de 233 en medio M9. Los cambios
en el patron de transcripcion observado en cada condicidon se atribuyeron

principalmente al agregado del metal y/o a las caracteristicas intrinsecas del
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medio de cultivo, debido a que no se observaron cambios significativos en el pH

o el nivel de oxigeno en el medio luego del agregado del metal.

Al comparar los perfiles de expresién transcripcional de la bacteria luego del
agregado de concentraciones subletales de CuSO4 o ZnSO4, pudimos distinguir
entre respuestas especificas para el metal y los mecanismos de respuesta al dafio
celular global. Este andlisis mostr6 que ademas de las redes regulatorias
especificas y locales para un metal, muchas otras vias de respuesta reaccionan

ante el exceso de estos iones metalicos.

2. INDUCCION DE VIAS REGULATORIAS GLOBALES Y ESPECIFICAS EN
RESPUESTA A COBRE Y ZINC

Los datos obtenidos se analizaron mediante la herramienta on line VENNY

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html), que nos permite

ordenarlos de acuerdo a caracteristicas comunes o especificas. De esta manera,
los datos se agrupan en diagramas de Venn, mostrando en forma grafica e
intuitiva las relaciones que existen entre ellos. Este analisis gener6 15 grupos de
transcriptos activados y 14 grupos de transcriptos reprimidos (Fig. RD1). La lista
de genes en cada grupo se encuentra publicada 193. Los diferentes grupos
contienen genes previamente descriptos como parte de regulones globales o
especificos de homeostasis de metales, la mayoria de ellos ligados a la defensa
contra el estrés causados por dichos metales. En la Figura RD2 se muestran los
perfiles representativos para un gen en particular perteneciente a cada uno de

estos regulones.

Inspeccionamos entonces el estado de los genes previamente descriptos
como parte de los regulones de respuesta a Cu y Zn. Como se esperaba, los genes
controlados por el sensor de Cu CueR, como por ejemplo copA, cueO y cueP, se
agruparon dentro del grupo de genes activados por Cu en ambos medios
utilizados (SLB y M9), mientras que el gen zntA, controlado por ZntR y que

codifica para el transportador de Zn (II), se ubic6 dentro del grupo de genes
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inducidos en presencia de Zn en ambos medios también (Fig. RD2). De manera
interesante, los genes del regulén Cue y el transportador de Zn se vieron
selectivamente reprimidos en presencia del otro metal Uinicamente en medio
minimo, una condicién que podria exacerbar los efectos toxicos de cada uno de
estos iones (Fig. RD2). Como se ha reportado anteriormente por nuestro grupo
de trabajo, también observamos la activacién por Cu de dos de los tres loci
controlados por el sensor de Au GolS (golB y golTS, pero no gesABC), pero a
diferencia de lo que ocurre con el reguléon Cue, la inducciéon por CuSOs sélo

ocurre en las células crecidas en el medio rico, y no en el medio M9 (Fig. RD2).

Genes activados (M > 0.5) Genes reprimidos (M < -0.5)

Zur RpoE ZntR

7 Genes Cys

Figura RD1. clasificacién de los ORF en grupos mediante diagramas de Venn. Se realizé un estudio
transcripcional de alta resolucion (tiling array) de la respuesta a cobre y zinc de Salmonella serovar Typhimurium,
tanto en medio rico (SLB) como en medio minimo (M9) luego de 10 min de exposicion al metal. Se identificaron en
los diferentes grupos genes previamente asignados a regulones involucrados en la respuesta especifica a estos
metales, asi como genes controlados por reguladores globales que intervienen en la respuesta a distintos tipos de
estrés.

La sobrecarga de un determinado metal genera un desbalance que puede
afectar la homeostasis de otro elemento esencial para la bacteria. Por ejemplo,
una alta concentracién de iones Cu(ll) no solo genera disturbios en la
homeostasis de Zn, sino también afecta el balance intracelular de Fe, ya que uno
de los efectos toxicos del Cu reside en la desestabilizacion de las proteinas con
grupo Fe-S 213, Por lo tanto, nos enfocamos particularmente en el patréon de
expresion de los genes controlados por el represor transcripcional Fur, como los
operones sitABCD y entCEBA 7¢. Estos genes se vieron activados por Cu en SLB

(Fig. RD2). La activacion de los genes regulados por Fur en respuesta al exceso
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de Cu y el aumento, en consecuencia, de la captura de Fe podria prevenir una
competencia entre los iones Cu y Fe por los sitios de uniéon dentro de las
proteinas y evitar asi una union inespecifica del Cu en estos centros Fe-S de gran
importancia para la bacteria. Ademas, como se desarrollara mas adelante en este
trabajo de Tesis, al menos algunos de estos genes tienen un rol directo sobre la

tolerancia a Cu.

En E. coli se ha reportado que los genes bajo el control del sistema de dos
componentes CpxR-CpxA son inducidos en presencia de iones Cu 217. La
activacion de esta red regulatoria también ocurre frente a iones Zn 221, aunque el
mecanismo de la activacion de CpxA parece ser distinto en presencia de Cu o de
Zn 219, Nuestros datos revelaron la activacion de al menos cinco genes
controlados por CpxR (incluyendo a ppiA) cuando Salmonella es expuesta a Cu en
ambos medios SLB y M9, asi como a Zn en medio SLB (Fig. RD2). Estos genes se
encuentran dentro de los once ORFs activados en E. coli como consecuencia de
una sobrecarga de Cu 217. De manera notable, los genes involucrados en la
defensa contra el estrés de envoltura, pero controlados por el factor Sigma E
alternativo, como rseA, rseB y rseC, fueron inducidos en respuesta a Zn pero no a
Cu en SLB (Fig. RD2). Estos resultados avalan que, aunque tanto el Cu como el Zn
generan disturbios en la homeostasis periplasmica, los blancos moleculares

difieren entre estos factores de estrés.

Como cualquier metal redox activo, la exposiciébn prolongada de
Salmonella a Cu aumenta la transcripcidon de los genes del regulon SoxR/SoxS,
involucrados en la respuesta al estrés oxidativo, como fue notificado
previamente para E. coli 216222, E] {inico blanco conocido del sensor redox SoxR
en enterobacterias es SoxS, que codifica un factor de transcripciéon que activa
genes requeridos para contrarrestar el dafio oxidativo 218, En nuestros
experimentos, observamos una activacion marcada de soxS en presencia de
CuSO4 en medio SLB, pero no se observé una activacion de la transcripcion de
ninguno de los genes controlados por SoxS (Fig. RD2). Es posible que el tiempo
elegido para la recoleccion de las muestras (10 minutos luego del agregado del
metal) no haya sido suficiente como para observar una inducciéon de dichos

genes. De manera alternativa, puede ser necesaria una segunda seial,
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independiente de Cu, para generar la activacién de los genes regulados por SoxS

bajo estas condiciones de exceso de iones Cu.
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Figura RD2. Perfil transcripcional de genes representativos de los
distintos regulones identificados en el andlisis. La respuesta transcripcional
determinada para el conjunto de oligonucleédtidos correspondientes a cada ORF u
operdn, en cada condicion ensayada, asi como el regulador responsable de su
expresion se indican en la figura.

Trece ORFs mostraron induccién en presencia de Cu o de Zn y tanto en

medio rico o minimo. Entre estos transcriptos, cuatro codifican proteinas
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involucradas en la biosintesis de cisteina (cysD, cys/, cysKycysT) (Fig. RD1). Se
reportd anteriormente que estos genes se inducen en E. coli por la presencia de
Zn, pero no por Cu 223. Es importante destacar, sin embargo, que en el trabajo
mencionado se usé una concentracién menor de Cu(Il) (5 uM) a la que usamos
en nuestros experimentos (10 pM y 1 mM para el medio M9 y SLB,
respectivamente). Los otros genes inducidos en presencia de ambos metales
fueron yhbY, que codifica una proteina de unién al ARN; dos genes involucrados
en la sintesis de pared celular (fImB y pmrF); spr, que codifica una lipoproteina
involucrada en la resistencia al calor; y los genes STM14 2986, STM14_4051 y
STM14 4163, de funcién desconocida. Los productos de estos genes podrian ser
requeridos en la defensa no especifica contra el daflo causado por metales o

tener un rol central en la respuesta a estrés global.

Por otro lado, encontramos ocho genes reprimidos en presencia de Cu o
de Zn y tanto en medio rico o minimo, incluyendo a cydA y cydB, que codifican
para una oxidasa terminal de citocromo d; napF, que codifica una proteina tipo
ferredoxina que participa en el transporte de electrones hacia la reductasa
periplasmica NapA; manX y manY, genes que codifican para dos transportadores
especificos tipo PTS; y los genes STM14_1405 y STM14_3792, que codifican

proteinas cuya funcién no se conoce aun.

Por ultimo, verificamos los experimentos de expresidon transcripcional
realizados con microarreglos, midiendo por la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real (RT-qPCR) en las condiciones estudiadas los
patrones de induccién/represion para los genes del regulén Cue, copA y cueO, asi

como también el perfil de expresién del gen zntA (Fig. RD3).

En este Capitulo, obtuvimos una vision mas clara de la respuesta de
Salmonella frente a los estimulos de dos metales de transicion, el cobre y el zinc.
Ambos metales son de gran importancia para el metabolismo celular, tanto para
procariotas como Salmonella, como para eucariotas superiores, como nosotros,
los humanos. Estos metales ocupan un rol trascendental en muchas enzimas y
por lo tanto, se requiere una coordinada respuesta ante cambios en el ambiente

que hagan fluctuar la disponibilidad de ambos, ya sea por una sobrecarga como
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por una falta de un dado metal. Vimos c6mo distintas rutas de transduccién de
sefiales son alteradas ante un exceso de Cu o Zn, y como algunas vias que no

participan directamente en la homeostasis de estos dos metales son reguladas
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indirectamente para mantener a la célula funcionando de manera 6ptima.

Expresion relativa Expresion relativa

Expresion relativa
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Figura RD3. Respuesta
transcripcional de genes cuyo
comportamiento frente a Cuy Zn es
conocido. Se utilizd RT-qPCR para
determinar los valores de transcripcion
de los genes regulados por CueR, cueO
y copa; y el gen regulado por ZntR,
zntA  luego de exposicion de
Salmonella a 10 min de una
concentracién fija de iones Cu(ll) y
Zn(ll), tanto en medio rico como en
medio minimo. Los niveles de
transcripto fueron normalizados frente
al gen control GAPDH y a su vez, al
nivel sin agregado de metal. En este
caso, las muestras utilizadas de mARN
fueron las mismas que las usadas en
los experimentos con microarreglos.
Los valores corresponden a dos
experimentos independientes y las
barras de error refieren a la desviacion
estandar de los duplicados.
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1. LA RESPUESTA DEL REGULON ZUR

Salmonella enterica, una de las mayores causas de enfermedad producida
por alimentos alrededor del mundo, modula su expresion génica para sobrevivir
y replicarse dentro de los tejidos del hospedador 224 Los metales esenciales
como el magnesio (Mg), hierro (Fe) y manganeso (Mn) son responsables de la
modulaciéon de los mecanismos de sefializaciéon que afectan la expresiéon de
factores de virulencia 65130225 E] transportador de Zn de alta afinidad ZnuABC
ayuda ante esta limitacién para que Salmonella pueda prosperar dentro de los
tejidos del hospedador. De hecho, las bacterias intracelulares inducen la
expresion de ZnuABC, y mutantes en znuA son incapaces de crecer dentro de
células Caco-2 y fagocitos 163. Esto sugiere que la limitacion en la disponibilidad
del Zn dentro de la vacuola que contiene a Salmonella es un proceso activo de
defensa del hospedador para reducir la multiplicaciéon del patégeno 114226, El
operon znuABC es parte del reguldn Zur, extensamente caracterizado en Bacillus
subtilis y Escherichia coli 129227 En Salmonella, s6lo se han reportado dos loci bajo
el control de Zur, znuABC y zinT. Este ultimo, codifica para un componente
periplasmico y auxiliar al sistema de transporte ZnuABC requerido en

condiciones severas de escasez de Zn 129,

Los genes del regulén Zur se reprimen en presencia de Zn, por lo que se
analizd el patron de expresion presentado por dichos genes en el estudio
transcripcional presentado en el Capitulo 1. Este analisis no solo confirmé la
represion de estos loci en presencia de Zn en ambos medios, sino también revelo
la activacion de éstos frente al agregado de CuSO4 (Fig. RD2). Esta activaciéon
ocurre solamente en células crecidas en M9, y no habia sido reportada hasta la

fecha, tanto para Salmonella como para otras enterobacterias.

Observamos que dos genes presentan un patroén transcripcional similar al
de los genes znuA y zinT, es decir, son reprimidos en presencia de Zn en medio
M9 y SLB, e inducidos cuando hay Cu en medio M9 (Fig. RD4). Estos genes
codifican para dos proteinas ribosomales, RpmE2 y Rpm]2. Esto corrobora
observaciones previas realizadas in silico donde se encontr6 una posible

modulacién por Zur 151; pero su regulacion efectiva no habia sido demostrada.
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Homoélogos a romEZ2 y rpomJ2 fueron también reportados como parte del regulén

Zur en otras bacterias, como en Bacillus subtilis y Streptomyces coelicolor 58137,

Cu SLB Cu M9 Zn SLB Zn M9
5 5 5 5
4 4 4 4
3 3 3 3
2 2 2 2
1 1 1 1
0 0 0 0
-1 -1 -1 -1
-2 -2 -2 -2
-3 — m—) -3 —— s— -3 ——— ) -3 —— E—
romE2  rpmJ2 romE2  rpmJ2 rpmE2  rpmJ2 rpmE2  rpmJ2

Figura RDA4. Perfil transcripcional de los genes rpmE2 y rpmJ2 encontrado en los
experimentos con microarreglos. Se grafica aqui la respuesta transcripcional determinada
para el conjunto de oligonucleétidos, en cada condicidon ensayada, correspondientes a los genes
que codifican dos proteinas ribosomales ortélogas de Salmonella Typhimurium 14028s.

El patron transcripcional global fue verificado mediante RT-PCR semi-
cuantitativa, donde se comprobd no solo la represion de los genes znuA, zinT y
rpmEZ2-rpmJ2 por la acciéon de Zn, sino también la induccién mediada por el
agregado de Cu al medio minimo (Fig. RD5). Es posible que exista una
competencia entre estos dos iones metalicos y que esto sea el motivo por el cual
los genes regulados por Zur se expresan cuando existe un exceso de iones Cu(II)
en el medio M9, lo que podria generar un incremento en la disponibilidad de los
iones Zn(II). Los niveles de transcripto de los genes znuA, zinT y rpmE2 se
mantuvieran elevados en todas las condiciones estudiadas en una cepa mutante
para el represor Zur. Estos resultados nos permiten concluir que los genes que
codifican estas proteinas ribosomales alternativas en Salmonella pertenecen al
regulén Zur y son modulados transcripcionalmente de la misma manera que los

demas genes del regulon.

2. BUSQUEDA DE NUEVOS GENES DEL REGULON ZUR

Uno de los principales objetivos postulados para este proyecto de Tesis

doctoral, fue identificar y caracterizar genes pertenecientes al reguléon Zur en
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Salmonella Typhimurium 14028s. Para ello, y posteriormente al andlisis
minucioso realizado sobre los resultados del microarreglo contra el genoma de
nuestra bacteria, se realizé un sondeo de los resultados con el fin de reconocer
por los patrones de expresion a nuevos genes controlados por la metaloproteina
Zur. En este analisis pudimos constatar que dos loci del genoma, STM14 1454y
STM14 3193 (Fig. RD6), se transcriben de manera similar a los genes zinT, znuA y
rpmE2-rpmJ2. Estos genes se reprimen en presencia de Zn, tanto en medio SLB

como en M9, y se inducen en presencia de Cu.

W-t Azur
41 zinT () Cu zn () Cu zZn

CIw-t - e e ZinT
31 W Azur —

(-) Cu Zn

Figura RDS. Los genes regulados por Zur,

Expresion relativa

g 4 znuA zinT y znuA y rpmE2 se activan por cobre y
=_g 3 E]‘ivz:” se reprimen por zinc. Los niveles de
e transcripto de cada gen se determinaron por
§ 2 RT-PCR semi-cuantitativa usando muestras
§’_ 1: obtenidas de la cepa salvaje o de la cepa
& mutante Azur crecidas en medio M9 después de
0 () Cu Zn una exposicion de 40 min a 10 uM de CuSO,
(Cu) o 50 pM de ZnSO, (Zn), o sin metal. Los

.- rmez niveles de transcripto fueron normalizados

frente al gen control GAPDH y a su vez, al nivel
sin agregado de metal. Los valores
corresponden a tres experimentos
independientes y las barras de error refieren a
la desviacion estandar. Arriba a la derecha se

Expresion relativa
N

muestra el andlisis de los geles de agarosay ala
izquierda la cuantificacion por densitometria de
los productos obtenidos.

STM14 3193 y STM14 1454 son 99% idénticos en secuencia de ADN y
estan codificados en dos profagos tipo Gifsy 228 en la cepa 14028s del serovar
Typhimurium, mientras que la cepa LT2 del mismo serovar sélo cuenta con una

copia idéntica a STM14 3193 en el profago Gifsy-1, el gen STM2610 (Fig. RD7).
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Figura RD6. Perfil transcripcional de los genes STM14 1454 y STM14 3193
encontrado en los experimentos con microarreglos. Perfil transcripcional de los
genes STM14_1454 y STM14_3193 en las condiciones ensayadas determinada para el
conjunto de oligonucleétidos para dichos genes. El patron de transcripcidn es similar al de
zinT (Fig. RD2), znuA y romE2 (Fig. RD4), genes pertenecientes al regulén Zur.

Utilizando el programa on line PSORT 206, se detecté una secuencia de
exportaciéon al periplasma en ambas secuencias aminoacidicas, sugiriendo que
estos genes codifican para proteinas de localizacion periplasmatica. Esto ademas
plantea la hipétesis que estos factores ejercen un rol en la homeostasis de Zn en
este compartimento, sitio donde la bacteria detectaria tempranamente cambios

en el contenido del metal en el ambiente que la rodea.
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Salmonella Typhimurium 14028s

Figura RD7. Alineamiento de las regiones de Salmonella Typhimurium LT2 y
14028s donde se encuentran los profagos ganados y perdidos por ambas cepas. Se
muestra principalmente los distintos profagos de cada cepa y su ubicacién relativa dentro
de cada genoma. STM14_1454 y STM14_3193 se encuentran cosificados dentro de los
profagos Gifsy3 y Gifsyl, respectivamente. Salmonella LT2 ha perdido al profago Gifsy3,
resultando en una cepa que sélo posee un homdlogo a estos genes, el gen STM2610.
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3. ANALISIS DE LAS REGIONES PROMOTORAS

Utilizando la herramienta on line MEME 204 y las secuencias que se
encuentran en la base de datos del NCBI de los promotores de los genes zinT,
znud, znuCy rpmEZ2 de Salmonella Typhimurium y Escherichia coli, observamos
la presencia de una caja putativa de unién al represor Zur (Fig. RD8). Este
motivo, de 16 nucleétidos de largo, presenta un valor E de 6,2 x 10-13. Haciendo
uso de la herramienta bioinformdatica MAST 205, escaneamos el genoma de
Salmonella en busca de regiones que contengan este motivo. Detectamos
secuencias similares a esta caja en las regiones promotoras de los genes
establecidos como parte del reguldn Zur (znud, znuC, zinT y romE2-]2), y en los

promotores de los genes STM14 1454y STM14_3193 (Fig. RD8A).

Se ha demostrado para E. coli, que Zur se une a los promotores de los
genes que regula como un dimero de dimeros, y esto lo hace mediante su
interaccién con dos secuencias de nucleétidos que parecen estar invertidas y
solapadas 141, Un andlisis mas detallado de las regiones que abarcan la secuencia
consenso en los promotores de Salmonella nos permitié detectar una secuencia
pseudo-palindrémica de 15 nucle6tidos de longitud, muy conservada en la hebra
codificante de cada gen (Fig. RD8B). En la hebra no codificante se encuentra otra
caja similar, que se halla menos conservada pero en una disposiciéon solapada
respecto a la de la hebra codificante (Fig. RD8B). Esta caja podria estar regulando
genes colindantes a ésta, como lo que ocurre en el caso de los genes znud y
znu(CB, los cuales estan dispuestos de forma divergente, compartiendo el mismo

promotor (Fig. RD9).

Entre los genes que poseen una caja putativa de unién a Zur en sus
regiones promotoras, sélo zinT (ademas de los genes que forman el operdén
divergente znu) podria estar compartiendo la caja de uniéon al represor con el
gen ubicado corriente arriba. Este gen codificaria un ARN pequefio y podria
entonces estar formando parte de este regulén de respuesta a la escasez de Zn.
En la bibliografia se lo ha identificado como isrD 229, y pertenece a un grupo de
ARN pequefios denominados de esta manera por sus siglas en inglés (Island-

encoded sRNAs).
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Gen ValorE Secuencia
znuCst14028 2.15e-9 AAGTGATAGA ATGCTTATAATATCACA TTTCACACAT
ZnuAecwsi1o 2.15e-9 TAGTCATGAA ATCTTATAATATCACA CTTCTCATAT
ZnuAsti4028 2.15e-9 AAGTGATAGA ATGTTATAATATCACA TTTCACACAT
2inTst14028 7.19e-9 AATAAATGCA ATGCTTATAATATAACA ATCATCTTTC
rpmE2st14028 9.34e-9 CCTCTCAATT ATCTTATAACATAACA ATAAAATACG
zinTeck12 1.74e-8 ATTTTGCTAT ATGCTTACAATATAACA TTACACATCA
rpmE2ecw3iio 1.98e-8 TTTACCTGTT ATGTTATAACATAACC ATAAAGATAC
WTGTTATAAZATeACa
zinT 0.00034 ATAAATGCAATGTTATAATATAACAATCATCTTTC
ZnuA 0.024 AGTGATAGAATGTTATAATATCACATTTCACACAT
znuC 0.024 ATGTGTGAAATGTGATATTATAACATTCTATCACT
rpmE2 0.0022 CGTATTTTATTGTTATGTTATAACATAATTGAGAG
STM14_1454 0.00054 GAACACTTATTGTTATAATATAACAATTAATCATT
STM14_3193 0.0025 GAACAGTTATTGTTACAATATAACAATTAATCATT
isrD 0.00022 GAAAGATGATTGTTATATTATAACATTGCATTTAT
Gen Secuencia Promotora
-
zinT TTTCTGTTGAAATAAATGCAATGTTATAATATAACAATCATCTTTCTAAGAAAG
AAAGACAACTTTATTTACGTTACAATATTATATTGT TAGTAGAAAGATTCTTTC
* * -
znuA AGGCTTGCAGAAGTGATAGAATGTTATAATATCACATTTCACACATTCATTACG
TCCGAACGTCTTCACTATCTTACAATATTATAGTGTAAAGTGTGTAAGTAATGC
* * -
znuC CATCGTAATGAATGTGTGAAATGTGATATTATAACATTCTATCACTTCTGCAAG
GTAGCATTACTTACACACTTTACACTATAATATTGTAAGATAGTGAAGACGTTC
-,k ok
rpmE2 AGCGTTGATAGCGTATTTTATTGTTATGTTATAACATAATTGAGAGGGCGCAAT
TCGCAACTATCGCATAAAATAACAATACAATATTGTATTAACTCTCCCGCGTTA
-
STM14_ 1454 TGGAAAAAACCGAACACTTATTGTTATAATATAACAATTAATCATTTTAACGCT
ACCTTTTTTGGCTTGTGAATAACAATATTATATTGT TAATTAGTAAAATTGCGA
* * =
STM14 3193 TGGAAAAAACCGAACAGTTATTGTTACAATATAACAATTAATCATTTTAACGCT
ACCTTTTTTGGCTTGTCAATAACAATGTTATATTGTTAATTAGTAAAATTGCGA
isrD CATCTTTCTTAGAAAGATGATTGTTATATTATAACATTGCATTTATTTCAACAG

GTAGAAAGAATCTTTCTACTAACAATATAATATTGTAACGTAAATAAAGTTGTC
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Figura RD8. Identificacion in silico de sitios putativos de unién a Zur en las regiones
promotoras de diversos genes de Salmonella 14028s. (A) Para este andlisis se utilizaron las
herramientas informaticas MEME y MAST, se muestra en la parte superior la caja consenso
construida mediante el programa MEME. Las primeras cuatro secuencias de la lista
corresponden a los genes que ya han sido previamente descriptos regulados por Zur. El analisis
in silico mediante el programa MAST reveld la existencia de dos cajas de unidn a Zur en las
secuencias promotoras de los genes STM14_1454 y STM14_3193. (B) Se muestra en esta parte
de la figura las regiones promotoras de los genes en estudio, con mayor detalle, incluyendo
tanto la hebra codificante como la hebra no codificante. La caja putativa de unién a Zur
encontrada por el programa MEME se indica subrayada, en rojo y verde se indican las
secuencias pseudopalindrémicas y con asterisco, las bases que difieren en esta simetria en la
hebra codificante. En la hebra no codificante las cajas son menos conservadas y la simetria es
casi nula, sin embargo se marcan con colores las bases conservadas correspondientes a la caja
de la hebra codificante. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcidn segln el trabajo de
Krogery col. (2013).

Il g

isrD

Figura RD9. Esquema de la disposicién de los genes del
operén znuABC y de los genes isrD y zinT. Estos genes se
encuentran compartiendo parte de las cajas de unién al represor
en sus secuencias promotoras. Las flechas indican el inicio de la
transcripcion divergente.

4. PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES STM14 3193 Y
STM14_1454

Para validar la regulaciéon mediada por Zur de los genes STM14_1454 y
STM14_3193 sugerida por el experimento de microarreglos y el analisis in silico
realizado, se decidi6 generar una cepa mutante delecional en ambos genes
mediante la técnica de mutagénesis en un solo paso 197. Debido a la extrema

similitud nucleotidica de ambos genes, s6lo pudo construirse la cepa
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STM14 _3193::lacZ-Cm, la cual posee una fusién insercional del promotor de
STM14_3193 con el reportero lacZ y el gen que proporciona resistencia al
antibiotico cloranfenicol. Esta construcciéon se transfiri6 por transduccién
generalizada a una cepa de Salmonella Typhimurium silvestre y a una mutante
Azur. Se realizaron ensayos de actividad (-galactosidasa en medio minimo con
ambas cepas (Fig. RD10). Observamos que en presencia de Zn la transcripcion de
este gen se reprime en la cepa silvestre, y que esta represion se pierde en la

mutante Azur, que no posee el regulador Zur.
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Figura RD10. Actividad B-galactosidasa de una fusion transcripcional del
gen reportero lacZ al promotor de STM14_3193. Se ensayd la expresion del
gen reportero en una cepa silvestre y en una cepa mutante Azur, cultivadas en
medio M9 en presencia de Cu 10 uM, Zn 50 uM y EDTA 50 puM, asi como sin
agregado (-).

Debido a la dificultad de generar la mutante con el gen lacZ fusionado al
promotor de STM14 1454, se realizaron ensayos de RT-PCR semi-cuantitativa.
Los oligonucleotidos utilizados para este experimento amplifican el mismo
producto en ambos genes, por lo que no se pudo en esta etapa discriminar los

amplicones correspondientes a cada gen; no obstante, evidenciamos nuevamente
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la represion de ambos genes STM14 1454 y STM14 3193 en la cepa silvestre y en
presencia de Zn, ya que no se evidencia amplificaciéon de productos de PCR; y por

otro lado, la pérdida de esta represion en la cepa Azur (Fig. RD11).

Estos resultados nos permiten concluir que la expresion de STM14 1454y
STM14 3193 esta bajo control del sensor de Zn, Zur, y por lo tanto son nuevos

miembros de este reguldn.

Silvestre Azur 5 mCy B2
=
STM_1454/14 3193 4 4 - e = s
s ! -_—
b
<} Cu 2n (-} cu Zn é
b Silvestre Arur
0,1
Silvestre QAzur = 3
- g0
nT e =™ D *Te SN s
2
c -
) @ 2z ) w g |
3
- >
= Silvestre Azur

04 4
Silvestre Azur

GODON ame GV GEES GERD GRES GESS
Figura RD11. Cuantificacién mediante RT-PCR. Los niveles de transcriptos de los genes indicados se
midieron por RT-PCR semi-cuantitativa en cultivos de la cepa silvestre y de la cepa delecionada en el
represor Zur, crecidos en medio minimo e incubados en presencia de Cu 25 uM, Zn 125 uM o sin agregado,

por un lapso de tiempo de 40 minutos. A la izquierda se muestra el analisis de los geles de agarosa y a la
derecha la cuantificacion por densitometria de los productos obtenidos.

5. LOS GENES STM14_1454Y STM14_3193 NO CONFIEREN VENTAJA EN
EL CRECIMIENTO EN MEDIO CON BAJO Zn

Reportes previos a este trabajo han demostrado que la ausencia de znuA

no altera la capacidad de Salmonella de crecer en un medio rico como el LB, pero
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afecta significativamente el crecimiento de esta bacteria en un medio minimo
donde la concentracion de Zn se encuentra por debajo del rango micromolar 163,
En el caso de zinT, el crecimiento de una mutante delecional en este gen se vio
afectado en cultivos en medio solido en presencia de quelantes de metales
divalentes como EDTA y TPEN 129, El crecimiento defectuoso debido a la delecién
de zinT es menor que el observado para una cepa mutante en znuA, sugiriendo
un rol preponderante de ZnuA en la homeostasis de Zn, y secundario o accesorio
para ZinT. Para analizar el rol de rpmE2, STM14_ 1454 y STM14 3193 en la
homeostasis de Zn, se compar6 el crecimiento de las cepas mutantes en dichos
genes con la cepa silvestre bajo condiciones de escasez de Zn, tanto en medio
s6lido como en medio liquido (Fig. RD12-14). Un problema potencial de esta
clase de experimentos es que el uso de agentes quelantes puede afectar la
disponibilidad no solo del metal a ensayar, sino también la disponibilidad de
otros metales divalentes que son importantes para la bacteria, y de esta manera
se podrian observar fenotipos que no estan directamente relacionados con los

procesos involucrados en la homeostasis de Zn.

Se observé recientemente que el crecimiento de las cepas que carecen de
los genes involucrados en la captura de Zn es menor en placas de LB preparadas
con un 1,5% de agarosa en vez de agar (como se suelen preparar las placas para
crecimiento bacteriano en medio s6lido) sin la necesidad de agregar un agente
quelante. La agarosa tiene una habilidad intrinseca de secuestrar el Zn, pero no
otros metales de relevancia bioldgica como el Fe o el Mn 230, Nosotros
observamos que el crecimiento de la cepa de Salmonella Typhimurium que
carece del transportador de alta afinidad funcional ZnuABC se vio levemente
inhibido en estas placas (Fig. RD12), mientras que la cepa que no posee la
proteina ribosomal alternativa RpmE2 no present6 un defecto en su crecimiento.
El crecimiento de la cepa AznuA se recuper6 a niveles comparables con la cepa
silvestre cuando se les adicion6 Zn a las placas (Fig. RD12), pero no cuando se
agreg6 Cu (Fig. RD13), indicando que el defecto en el crecimiento se debe a la

baja disponibilidad del Zn.

103



Resultados y Discusion: Capitulo Il | 104

LB agarosa LB agarosa + 50 uM Zn LB agar

Silvestre
AznuA
ArpmE2

LB agarosa+ 50 pM TPEN LB agarosa+ 50 puM TPEN + 50 uM Zn

Silvestre
AznuA
ArpmE2

LB agarosa+ 50 uM EDTA LB agarosa+ 50 pM EDTA + 50 uM Zn

Silvestre
AznuA
ArpmE2

Diluciones: 10° 10° 107 10° 10° 107

Figura RD12. Crecimiento de Salmonella Typhimurium en placas de LB-agarosa. Las placas
se prepararon utilizando LB comun y suplementadas con Zn, TPEN + Zn o EDTA + Zn, segln se indica
en la parte superior de cada placa. Se sembraron sobre |a superficie de las placas gotas de 5 pl de las
diluciones 105, 10 y 107 de cada cultivo indicado. Se sembrd ademas una placa de LB agar como
control del crecimiento.

LB agarosa + 50 uM EDTA LB agarosa + 50 pM EDTA LB agarosa + 50 pM EDTA
+50 UM Zn
. oo, 3 B
Silvestre 4 iy o (\ ™ & ..
AznuA C’ 3 &S
N~ e ‘
ArpmE2 a o < 5 -
ASTM14_1454 L .
ASTM14_3193 0 ° Q
=3 E N /
Diluciones: 10° 10% 107 10°  10° 107 10°  10°¢ 107

Figura RD13. Crecimiento de Salmonella Typhimurium en placas de LB-agarosa. Las placas se
prepararon utilizando LB comtn y suplementadas con EDTA, EDTA + Zn o EDTA + Cu, segln se indica en la
parte superior de cada placa. Se sembraron sobre |a superficie de las placas gotas de 5 pl de las diluciones
105, 10y 107 de cada cultivo indicado. Como se muestra, el agregado de Cu a la placa no se recuperd el
crecimientode la cepa AznuA.
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Para generar un ambiente con escasez mas severa de Zn y poder
evidenciar con mayor facilidad el fenotipo observado en las placas con agarosa,
se agreg6 50 uM de EDTA o TPEN. En estas placas el crecimiento de la cepa
AznuA se vio mas comprometido aun, pero la cepa ArpmE2 no modificé su
crecimiento. Con estas observaciones no podemos sugerir que rpmEZ2 cumple un
rol en la homeostasis del Zn, confiriendo una ventaja a Salmonella para crecer en
medios con bajas concentraciones de este metal. Sin embargo, si su rol en la
homeostasis es sutil es probable que se necesite un ambiente con una deficiencia

mas severa de Zn para poder observar un fenotipo cuantificable.

Al igual que con la cepa ArpmE2, no se observé un defecto en el
crecimiento de las cepas ASTM14 1454 y ASTM14 3193 en ninguna de las
condiciones ensayadas (Fig. RD14), incluso en las placas con agregado de
quelante. Para descartar la posibilidad de que ambos genes estuvieran
cumpliendo una funcién redundante en la capacidad de Salmonella de crecer en
condiciones de bajo Zn debido a la alta homologia que presentan, se construyé la
cepa doble mutante ASTM14_1454 ASTM14 3193 y se probo si su crecimiento se
veia afectado en las placas de LB con agarosa, con y sin agregado de quelante.
Nuevamente, no se evidenci6 defecto en el crecimiento de esta mutante
comparado con el crecimiento de la cepa silvestre, indicando que en las
condiciones de ensayo estos genes no le confieren a Salmonella una ventaja para

crecer.

La funcién de estos genes bajo condiciones de escasez de Zn también se
analizé en medio liquido, utilizando el medio VB-MM (Fig. RD15). La delecién de
znuA provocé un retardo en el inicio del crecimiento, presentando una fase “lag”
muy prolongada, en comparacidon con la cepa silvestre, aunque la DO final
alcanzada por la cepa mutante no reflejo tal deficiencia. Esto concuerda con lo
visto en las placas de medio LB-agarosa (Fig. RD12). Las cepas mutantes en
rpomE2 y STM14 1454 STM14 3193 no mostraron deficiencias en el crecimiento
en medio liquido. A su vez, una cepa mutante tanto en znuA como en rpmkEZ2
presentd una deficiencia en su capacidad de crecer en este medio minimo similar

a la cepa AznuA. Cuando el medio VB-MM se suplement6 con 3 uM de Zn, una
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concentracion de metal que inhibe la expresién de znuA 163, el crecimiento de

todas las cepas mutantes fue similar al de la cepa silvestre (Fig. RD15B).

LB agarosa LB agarosa + 50 pM Zn LB agar
Silvestre
ASTM14_1454
ASTM14_3193
ASTM14_1454
ASTM14_3193

LB agarosa+ 50 uM TPEN LB agarosa+ 50 uM TPEN + 50 uM Zn

LB agarosa+ 50 pM EDTA LB agarosa + 50 puM EDTA + 50 uM Zn

10° 10° 107 10° 10° 107

Figura RD14. Crecimiento de Salmonella Typhimurium en placas de LB-agarosa. Las placas se
prepararon de la misma manera que en la figura RD12, utilizando LB comun y suplementadas con Zn, TPEN +
Zn o EDTA + Zn, segun se indica en la parte superior de cada placa. Se sembraron sobre la superficie de las
placas gotas de 5 pl de las diluciones 105, 10® y 107 de cada cultivo indicado, en este caso se utilizaron las
cepas de S. Typhimurium silvestre, las simples mutantes ASTM14_1454 y ASTM14 3193, y la doble mutante
ASTM14_1454ASTM14_3193. Se sembré ademds una placa de LB agar como control del crecimiento.

Silvestre
ASTM14_1454
ASTM14_3193

ASTM14_1454
ASTM14_3193

Silvestre

ASTM14_1454

ASTM14_3193

ASTM14_1454
ASTM14_3193

Diluciones:

6. STM14 1454Y STM14_3193 SON IMPORTANTES PARA LA
VIRULENCIA DE SALMONELLA

Investigamos si STM14 1454 y STM14_3193 cumplen un rol en la virulencia
de la bacteria. Un gen homologo a STM14 1454 y STM14 3193 que codifica un

inhibidor de lisozima tipo G, denominado PIiG, se ha caracterizado recientemente
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en E. coli K12, y STM2610 en S.
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Figura RD15. Crecimiento de las cepas silvestre, AznuA, ArpmE2, ASTM14_1454
ASTM14_3193 y AznuA ArpmE2 en medio VB-MM. Este medio minimo posee una baja
concentracion de Zn. Se grafica el crecimiento de las cepas antes mencionadas en el medio VB-
MM sin agregado (A) y con agregado de 3 uM de Zn (B). Se siguid el crecimiento bacteriano toda
la noche mediante medicidn de la DO, en un lector de microplacas Biotek modelo Synergy 2.

Las lisozimas son enzimas implicadas en la respuesta defensiva de un
amplio rango de organismos taxonomicamente diferentes incluyendo hongos,
protozoos, plantas, animales vertebrados e invertebrados, e incluso
bacteriéfagos, frente a bacterias, indicando su éxito evolutivo como herramientas
antibacterianas 232, Estas enzimas pertenecen a un grupo muy amplio de
hidrolasas de pared celular bacteriana (BCWHs), y se encuentran dentro del
subgrupo de enzimas que escinden el enlace glicosidico B-(1,4) entre la N-
acetilglucosamina (NAG) y el acido N-acetilmuramico (NAM) de la cadena de
peptidoglicano 233, el heteropolimero entrecruzado de la pared celular de las
bacterias que forma un saculo, rodedndola en su totalidad. Estas enzimas
cumplen un papel muy importante en la defensa de los animales ya que hacen
sensibles a las bacterias frente a la lisis osmdtica. Existen tres clases de lisozimas

en el reino animal (Fig RD16):

. lisozima tipo C, llamada asi porque se encuentra en la clara de huevo de

gallina (del inglés: chicken);
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. lisozima tipo G, es la que se encuentra en la clara de huevo de ganso; y
. lisozima tipo I, presente en los invertebrados.

Los vertebrados tienen genes que codifican para las dos lisozimas tipo C y
G, pero su expresién espacio-temporal es especifica de cada especie 234 La
lisozima tipo G le debe su nombre a que se identific inicialmente en 1967 en el
huevo de ganso de la raza Embden 235, Desde entonces, esta clase de lisozima ha
sido caracterizada en distintas especies de aves como gallina, cisne negro,
avestruz, entre otros. En el trabajo de Hikima y col. 23¢ se demostré por primera
vez la existencia de esta clase de lisozimas en el lenguado japonés, o sea fuera del
grupo de las aves, y después le siguieron una serie de trabajos que identificaron

esta lisozima en otras especies de peces.

l METAZOA I

| Porifera I
| Protostomia I | Tipoi I
| Deuterostomia

[ ]
[ Chordata ] [ Echinodermata ]
[ Tipoc | Tipog ] [ Tipo i ]

[ 1
[ Urochordata I Cephalochordata | Vertebrata

[foos] [ e JTwes)

Mollusca ][ Annelida ][ Nematoda I Arthopoda ]

[Tipog ][ Tipoi ] [ Tipo i ] Tipoc | Tipoi ]

Figura RD16. Esquema de la distribucion de los diferentes tipos de lisozimas en el reino
animal. Esta simple estructura muestra sélo muestra las ramas donde se han detectado
especies que poseen genes de lisozimas, ya sea por secuenciacion del ADN o por estudios
funcionales, segun la literatura (adaptado de Callewaerty Michiels, 2010).

Las bases de datos que se encuentran disponibles revelan que existen
homdlogos a la lisozima tipo G en otros vertebrados como los mamiferos y
anfibios 234, En mamiferos, el rol de la lisozima tipo C en la defensa

antibacteriana ha sido estudiado y fundamentado durante muchos afios, pero no
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existen estudios sobre la funciéon de las lisozimas tipo G en esta clase de
animales. Mientras que la lisozima tipo C se encuentra en varios fluidos
corporales (por ejemplo lagrimas, saliva, leche materna, orina, suero, etc) y en
varios tejidos como el tracto respiratorio, intestinal y en los granulos de
neutrofilos y macréfagos; la expresion de la lisozima tipo G no se encuentra bien
estudiada y documentada 234 A pesar de ello, la expresién de esta clase de
lisozima parece ser tejido especifica y difiere entre los distintos animales, por
ejemplo se ha reportado la expresién de lisozima tipo G en los rifiones de
humanos adultos, la cual puede ser afectada por E. coli uropatogénica, en la
lengua y piel del ratén, y en el intestino de gallina, estos dltimos son barreras
importantes en la invasién bacteriana 237. Esta enzima se expresa principalmente

en los macroéfagos del pez cebra en desarrollo (www.zfin.org).

Dada la alta especificidad en el modo de accién de las lisozimas y a su
larga historia evolutiva, no es sorprendente que las bacterias hayan desarrollado
mecanismos especificos de resistencia, como por ejemplo la producciéon de
variantes quimicas del peptidoglicano que resiste la accion de las lisozimas (N-
desacetilacion y O-acetilacion de la NAG; O-acetilaciéon y N-glicosilacion del NAM)
238 o la produccion de inhibidores proteicos de estas enzimas. Existen distintas
familias de inhibidores conocidas, las cuales tienen, en general, especificidad por
un determinado tipo de lisozima 231. Estos inhibidores son los primeros de su
clase y su distribucién dentro de los Gram negativos puede ser un reflejo de la
adaptacion a un estilo de vida en particular, y especialmente, a un hospedador en
particular 233, El primer inhibidor de lisozima descubierto fue una proteina
periplasmatica de E. coli, designada como Ivy (de sus siglas en inglés, Inhibitor of
vertebrate lysozyme), con especificidad contra las lisozimas tipo C de
vertebrados 239. lvy protege a esta bacteria del ataque de las lisozimas en
presencia de compuestos que permeabilizan la membrana externa como la
lactoferrina; y es esencial para que E. coli pueda sobrevivir y crecer en ambientes
ricos en lisozimas, como la saliva humana o dentro del huevo de gallina 240241, Se
encontré a Ivy en unos cuantos géneros bacterianos, pero la busqueda de este
inhibidor llev6 a descubrir una nueva familia de inhibidores de lisozima tipo C,

no relacionada con Ivy y mucho mas distribuida entre bacterias Gram negativas
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232 Dentro de esta familia, los inhibidores pueden llamarse, dependiendo de su
localizacion subcelular, MIiC (de sus siglas en inglés, Membrane-bound lysozyme
inhibitor of c-type lysozyme) o PliC (de sus siglas en inglés, Periplasmic lysozyme
inhibitor of c-type lysozyme). Mas tarde, se aislo e identifico en Aeromonas
hydrophila el primer inhibidor de lisozimas de invertebrado, la familia Plil (de
sus siglas en inglés, Periplasmic lysozyme inhibitor of i-type lysozyme) 242,
Finalmente, se identificaron los primeros inhibidores de lisozimas tipo G,

denominados PIiG, tanto en E. coli como en S. Typhimurium 231,

Para muchas bacterias, el perfil de inhibidores de lisozima que poseen en
sus genomas concuerda con el perfil de lisozimas que poseen sus hospedadores
mas comunes. Por ejemplo, los tipicos patégenos de vertebrados, y humanos en
particular, pertenecientes a los géneros Escherichia y Shigella, portan genes que
codifican para PliG, MliC y para Ivy o PliC, mientras que sus hospedadores
producen lisozimas tipo G o C (Fig. RD17). Un ejemplo interesante de nombrar es
el de Yersinia pestis, el agente causante de la peste, el cual alterna entre dos
mamiferos (ratas y humanos) via un intermediario invertebrado (mosca), todos
los genomas disponibles de Y. pestis denotan que tiene tanto inhibidores de

lisozima tipo C como de lisozima tipo I 233.

Debido a la alta homologia que estos ultimos inhibidores de lisozima tipo
G descubiertos en enterobacterias presentan con nuestros dos genes en estudio,
STM14 1454 y STM14 3193, decidimos enfocarnos en el rol fisiolégico que
pudieran tener estos genes frente a la patogenicidad de Salmonella 14028s en
una linea celular utilizada previamente en nuestro laboratorio, los macréfagos
Raw 264.7. Se realizaron ensayos de sobrevida donde se enfrentaron tanto la
cepa silvestre como la cepa simple mutante en STM14_3193 y la doble mutante
ASTM14_1454 ASTM14 3193, a una monocapa de esta linea de macrofagos (Fig.
RD18). Observamos que estos genes son necesarios para la sobrevida de
Salmonella en estos macréfagos, ya que la cepa mutante en STM14 3193, o la
doble mutante ASTM14 1454 ASTM14_3193 mostraron una sobrevida reducida a
las 18 horas post infeccion. Concluimos entonces que dichos genes cumplen un
rol fisiolégico importante en la resistencia de la bacteria en este ambiente

intracelular.
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Figura RD17. Distribucion de los homélogos de inhibidores de lisozimas tipo c, g e i entre las
bacterias. Esta representacion se basa en un analisis tipo t-BLAST de las secuencias de genomas
completos encontradas en el NCBI, realizado en el trabajo de Callewaert y col. (2012). Los colores
utilizados en los nombres de los géneros reflejan la pertenencia al grupo de las a-proteobacterias
(violeta), B-proteobacterias (verde), y-proteobacterias (azul), e-proteobacteria (naranja), Cianobacterias
(marrén) y Clorobi (rojo).
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Figura RD18. La delecion de los genes STM14_ 1454y STM14 3193
afecta la sobrevida en macréfagos. Se determind la sobrevida
relativa a la cepa silvestre para las mutantes indicadas a las 18 horas

post infeccion de una monocapa de macréfagos RAW 264.7. Como

control del ensayo, se utilizé la cepa delecionada en el gen phoP, para la

cual se conoce su menor potencial patogénico.
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De este modo, podemos aseverar que estos dos genes encontrados en
nuestro modelo de estudio son relevantes para que la bacteria pueda replicar
dentro del macrofago. Resta responder hasta qué punto los inhibidores PliG
contribuyen a la colonizacidn del hospedador y a la virulencia, y para ello habra
que esperar mas trabajos que se enfoquen en experimentos in vivo con modelos
animales. De todas maneras, vale la pena tener en cuenta la evidencia que
empieza a surgir y que pone en juego a las lisozimas tipo G como una importante

defensa antibacteriana.

Otro aspecto importante a destacar de estos inhibidores se relaciona a su
regulacion, todos los inhibidores de lisozima tipo C de E. coli (Ivygc y MliCgc) y S.
enterica serovar Typhimurium (PliCst y MliCst) son parte del regulon Rcs que
responde al estrés de pared celular 243. El sistema RcsCDB, se descubrio
originalmente por su rol en la regulacion de la sintesis de la capsula, pero se ha
establecido muy bien su activaciéon por distintos tipos de estrés de envoltura,
como la presencia de antibiéticos B-lactamicos y de lisozimas 244, En este sentido,
luego de una exposicion de E. coli a lisozima, el reguléon Rcs aumenta la
resistencia de la bacteria induciendo la expresién de los inhibidores proteicos 243.
A pesar de la importancia de estos actores en la resistencia bacteriana frente a
una enzima tan eficiente como la lisozima, la regulacién de los inhibidores tipo G
no ha sido estudiada hasta el momento. Encontramos que ambos genes se
encuentran regulados por el represor transcipcional Zur, y se reprimen en
medios con baja concentracién de zinc (puntos 2 y 4). Dentro de los macroéfagos,
la concentracion de zinc puede llegar a ser indetectable 62, y observamos que
mutantes en ambos genes tienen una sobrevida reducida dentro de este tipo
celular. Teniendo en cuenta estos resultados, postulamos que la dependencia de
Zur de los genes STM14_1454 y STM14 3193 resulta favorable para la virulencia

de Salmonella.
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7. EL REPRESOR ZUR PURIFICADO SE UNE A LOS PROMOTORES DE LOS
GENES rpmE2, STM14_1454Y STM14_3193

Para determinar si la dependencia de la expresién de los genes rpmE2,
STM14 1454 y STM14_3193 con respecto al represor Zur se debe a una
interaccién directa del regulador a los promotores de estos genes, purificamos a
Zur de Salmonella Typhimurium 14028s expresandola en una cepa de E. coli, y
luego medimos la habilidad del represor para unirse a las diferentes sondas en

ensayos de retardo de la movilidad electroforética.

Para la purificacion del represor, se comenzé clonando el marco abierto
de lectura entre los sitios BamHI y Xhol del plasmido pHISparallel2, utilizado en
nuestro laboratorio para la expresién y purificacion de otras proteinas 192, Se
transformaron las cepas de E. coli XL1Blue, BI21 (DE3), BI21 (DE3) C43 y BI21
(DE3) pGRO7 con el pldsmido denominado pZur. En la cepa XL1Blue no se
observod la expresion de la proteina frente al agregado de 0,1 mM de IPTG a
ninguna de las dos temperaturas utilizadas (17 y 37°C). Las demas cepas de E.
coli expresan el represor a ambas temperaturas, pero sélo se observo la proteina
soluble en la cepa Bl21 (DE3) C43 a 17°C. La presencia de la forma soluble de la
proteina His-Zur se confirmé mediante la técnica de western blot con

anticuerpos comerciales anti His-Tag (Fig. RD19).
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Figura RD19. Western blot de la expresion de Zur en la cepa
BL21 DE3 (C43. Se sembraron alicuotas tanto de la fraccion
soluble (S) como insoluble (1) luego de la induccidn de la expresion
de Zur, a 17°C y 37°C. Se muestra también el marcador de peso
molecular (PS) y los pesos moleculares correspondientes en KDa.
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Los fragmentos de ADN utilizados como sondas fueron generados por PCR
(todos ellos con una longitud entre 190 y 235 nucledtidos), marcados
radioactivamente y cuantificados con el fin de agregar la misma cantidad de ADN
de cada uno de los promotores a ensayar y en cada una de las reacciones
sembradas en los geles nativos. Ademdas de los promotores de los genes a
investigar, incluimos a los promotores de znuA y zinT a modo de control positivo
de la unién. Para cada gen, se llevaron a cabo diez reacciones, en las cuales se
agregd cantidades crecientes de la proteina purificada, que consideramos
formando dimeros en solucién, como se establecié para Zur de otras especies
relacionadas, como E. coli ?7. Todas las sondas ensayadas presentan un retraso en
la movilidad electroforética ante el agregado del represor (Fig. RD20). Ademas,
los experimentos de competencia realizados con un exceso de sonda especifica y
no especifica determinaron que los complejos que se forman son especificos. De
esta manera podemos afirmar que las secuencias de unién a Zur putativas que
encontramos en las regiones promotoras de los tres genes en estudio son

reconocidas por el represor.

Para cada sonda se observéd una diferencia en la concentracién minima de
proteina requerida para la formacién del complejo ADN-proteina. Esto puede
deberse a diferencias dentro de las secuencias promotoras de los genes del
regulén Zur, como se menciond en el punto 3 de este Capitulo. Estas diferencias
podrian generar una disparidad en la afinidad con la cual Zur se une a los
promotores de los genes que regula, y por lo tanto podria ser el motivo por el
cual vemos a los complejos ADN-proteina formarse de manera diferente para

cada gen.

Se realiz6 un andlisis densitométrico con el programa Image] de las
imagenes obtenidas luego de exponer los geles, para cuantificar la sefial
radioactiva proveniente de cada banda. De esta manera, se determiné la fraccién
de ADN unido mediante la siguiente expresiéon: sonda unida/(sonda unida +
sonda libre). La fracciéon de sonda unida (FU) en cada reacciéon se graficé en
funcién de la concentracién de Zur; (Fig. RD21) y los datos se ajustaron a la
curva FU=Bmax[Zurz]/(Kp[Zurz]) mediante una regresion no lineal usando el

complemento Solver del Excel. Mediante esta metodologia, pudimos determinar
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los valores de la constante de equilibrio de disociaciéon (Kp), que representa la
concentracion de Zurz a la cual el 50% del ADN se encuentra formando un
complejo con el represor. La relaciéon entre la Kp y la afinidad es reciproca,
cuanto mas chica sea la Kp mayor serd la afinidad de la proteina por esa

secuencia de ADN utilizada como sonda.
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Figura RD20. Determinacién de la afinidad de Zur
mediante titulacion con la proteina purificada. Gel
representativo de la afinidad de Zur por cada secuencia
promotora. Cada linea en cada gel representa una reaccion
diferente entre Zur y la secuencia de ADN correspondiente, a una
concentracion de Zn constante en el medio (50uM). Se muestra en
la parte superior las concentraciones crecientes de represor
utilizadas.
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Figura RD21. Representacion grdfica del porcentaje de ADN unido
versus la concentracion del represor Zur. Los datos presentados en
este grafico son representativos de cuatro experimentos realizados por
separado. Estas isotermas de unién se ajustan a la ecuacion presentada
en el texto y nos permiten calcular las constantes de disociacion ADN-
proteina.

Los resultados que obtuvimos en estos ensayos de retraso de la movilidad
electroforética fueron reproducibles para los promotores de los genes znu, zinT y
rpmEZ2-J2, mientras que para los genes STM14_1454 y STM14_3193 los resultados
fueron variables y no pudimos determinar el valor de la Kp para estos dos genes,
motivo por el cual no se encuentran graficadas sus curvas en la Fig. RD21. La
constante de equilibrio de disociacion para el promotor de znu fue mayor que
para zinT y rpomEZ2-J2, con valores de 29,73+12,15 nM, 2,48+0,76 nM y 5,98+0,51
nM, respectivamente. Estas constantes corresponden a la concentracion del
dimero de Zur a la cual la mitad de la sonda se encuentra unida. Estos resultados
indican que Zur se une con menor afinidad al promotor de los genes que
codifican para el sistema de captacion de Zn, mientras que su unién con los

promotores de los genes zinTy romE2-]2 es mas estable.
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8. UNION DIFERENCIAL DEL REPRESOR ZUR A LOS PROMOTORES DE
LOS GENES znu, zinT Y rpmE2 AL REDUCIR EL Zn DISPONIBLE

Se decidi6 realizar experimentos de retardo de la movilidad
electroforética en condiciones de escasez de Zn. Para ello, se enfrenté al represor
Zur purificado bajo las mismas condiciones que en el punto anterior pero
agregando concentraciones crecientes de N,N,N’'N’-Tetrakis-(2piridilmetil)
etanoldiamina (TPEN), un potente quelante de Zn, manteniendo constante tanto

la cantidad de proteina como de ADN en la reaccion.

En la Fig. RD22 puede verse nuevamente la formacion de los complejos
ADN-proteina para todos los promotores ensayados. Del mismo modo que en los
ensayos de movilidad anteriores, los geles fueron expuestos en una placa y se
determindé por analisis densitométrico (utilizando el programa Image]) la
fraccion de sonda libre (FL) mediante la siguiente expresion: sonda libre/(sonda
libre + sonda unida). Luego, se grafic6 la fraccién de sonda libre en funcién de la
concentracion del quelante de Zn y se ajustaron los datos realizando una

regresion no lineal a la siguiente ecuacion utilizando el complemento Solver:
FL=Bmax[TPEN]/(Kp[TPEN])

A medida que aumenta la cantidad de TPEN en el medio, y por ende
disminuye progresivamente la concentracién de Zn en cada mezcla de reaccion,
se definen patrones que reflejan la afinidad que Zur posee por cada uno de los
promotores a los que se une (Fig. RD23). Nuevamente, obtuvimos una buena
reproducibilidad para las sondas de los genes znu, zinT y romEZ2-]2, mientras que
paralos genes STM14_1454 y STM14_3193 los experimentos resultaron variables.
Las constantes de equilibrio de disociacion (Kp) para estos tres genes fueron de
0,25+0,11 nM para znu, 1,23+0,08 para rpomE2-J2 y 3,05+£0,62 para zinT. Esto
sugiere que al disminuir la concentracion de Zn disponible en el medio, Zur se
desprende de manera secuencial, en primer lugar del promotor de znu, luego de
rpmEZ2-J2 y por ultimo del promotor de zinT. Este patron concuerda con lo
hallado en el punto anterior, donde vimos que Zur tiene una afinidad mayor por

la caja de unidén corriente arriba del gen zinT, siguiéndole rpmEZ2 y luego znu.
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Figura RD22. Sensibilidad diferencial de los blancos de Zur
frente a la disminucién del zinc del medio in vitro. Gel
representativo del efecto del agregado de TPEN sobre la
capacidad de Zur de unir a su ADN blanco. Cada uno de los
promotores se incubd previamente con una concentracion fija de
la proteina. Se muestra en la parte superior las concentraciones
crecientesde TPEN utilizadas.

Figura RD23. Representacion
grdfica del porcentaje de
sonda libre versus Ila
concentracion del quelante
agregado. Los datos
presentados en este grafico son
representativos de  cuatro
experimentos realizados por
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9. INDUCCION TRANSCRIPCIONAL JERARQUICA DE LOS GENES DEL
REGULON ZUR.

Al hacer un alineamiento de las regiones promotoras de los genes romE2-
J2, STM14_1454 y STM14 3193, para los cuales hemos demostrado que son
regulados por el represor Zur, junto a los promotores de los genes znuA y zinT
(caracterizados dentro del reguldn en trabajos previos a éste 129), observamos
diferencias en los nucledtidos de la secuencia de union del represor (Fig. RD24),
que podria traducirse en una diferencia en la afinidad de éste por sus
operadores, permitiendo de esta manera la expresion jerarquica de estos

promotores ante distintos grados de escasez de zinc.

. N° de
Gen Secuencia Promotora ) )
diferencias
-
zinT TTTCTGTTGAAATAAATGCAATGTTATAATATAACAATCATCTTTCTAAGAAAG 0
AAAGACAACTTTATTTACGTTACAATATTATATTGTTAGTAGAAAGATTCTTTC 9
=
znuA AGGCTTGCAGAAGTGATAGAATGTTATAATATCACATTTCACACATTCATTACG 1
TCCGAACGTCTTCACTATCTTACAATATTATAGTGTAAAGTGTGTAAGTAATGC 7
=
znuC CATCGTAATGAATGTGTGAAATGTGATATTATAACATTCTATCACTTCTGCAAG 2
GTAGCATTACTTACACACTTTACACTATAATATTGTAAGATAGTGAAGACGTTC 6
-)
rpmE2 AGCGTTGATAGCGTATTTTATTGTTATGT TATAACATAATTGAGAGGGCGCAAT 2
TCGCAACTATCGCATAAAATAACAATACAATATTGTATTAACTCTCCCGCGTTA 4
=
STM14_1454 TGGAAAAAACCGAACACTTATTGTTATAATATAACAATTAATCATTTTAACGCT 0
ACCTTTTTTGGCTTGTGAATAACAATATTATATTGTTAATTAGTAAAATTGCGA 8
-
STM14_ 3193 TGGAAAAAACCGAACAGTTATTGTTACAATATAACAATTAATCATTTTAACGCT 1
ACCTTTTTTGGCTTGTCAATAACAATGTTATATTGTTAATTAGTAAAATTGCGA 9
isrD CATCTTTCTTAGAAAGATGATTGTTATATTATAACATTGCATTTATTTCAACAG 1
GTAGAAAGAATCTTTCTACTAACAATATAATATTGTAACGTAAATAAAGTTGTC 5

Figura RD24. Alineamiento de secuencias promotoras. Regiones corriente arriba
del sitio de inicio de la transcripcion (indicado con una flecha) mostrando la caja de
union a Zur de cada uno de los genes del reguldn. Se pueden ver diferencias en
algunos nucledtidos dentro de cada una de las cajas Zur, sefaladas en rojo.

Como puede verse, incluimos en este analisis a isrD, que codifica un ARN

pequefio (ver punto 5) corriente arriba de zinT y compartiria la misma caja de
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unién a Zur. Luego de observar la disposicién de los genes znuA y znuC en el
genoma de Salmonella 14028s, donde ambos se encuentran codificados en
sentidos opuestos formando un pequefio operén divergente (junto con znuB), es
légico pensar que la misma disposicion génica podria estar gobernando la
transcripcion de isrD y zinT, compartiendo el mismo promotor entre ambos

genes (Fig. RD25).

* * -
CATCGTAATGAATGTGTGAAATGTGATATTATAACATTCTATCACTTCTGCAAG

GTAGCATTACTTACACACTTTACACTATAATATTGTAAGATAGTGAAGACGTTC
-

-»
_ TTTCTGTTGARATAAATGCAATGT TATAATATAACARTCATCTTTCTAAGARAG |
AAAGACAACTTTATTTACGTTACAATATTATATTGTTAGTAGARAGATTCTTTC

zinT

isrD

Figura RD25. Esquema de la disposicion de los genes del regulon Zur que se
encuentran compartiendo parte de las cajas de unién al represor en sus secuencias
promotoras. Se indica con colores en la secuencia intergénica las cajas correspondientes al
gen coloreado de igual manera. Las flechas pequefias sefialan los sitios de inicio de la
transcripcidon segun el trabajo de Kroger y col. (2013). Los asteriscos indican las bases que
difieren en la simetria pseudopalindromica de las cajas.

Usando fusiones transcripcionales del gen reportero lacZ a cada uno de
los promotores de los genes del regulén Zur, se analiz6 la expresion de cada gen
en LB. Con el fin de ver el perfil de induccién de estos genes a medida que la
escasez de Zn aumenta, se realizaron cultivos con cantidades crecientes de EDTA.
Este quelante es impermeable a la membrana celular y genera una disminucién
de la concentracion del Zn libre extracelular. Se realizaron ensayos de actividad
B-galactosidasa con las cepas znuA::lacZ-Cm, zinT::lacZ-Kn, STM14 _3193::lacZ-Cm,
STM14_1454::lacZ-Kn, rpomEZ2::lacZ-Kn e isrD::lacZ-Kn (Fig. RD26). Las fusiones
transcripcionales a la construccién lacZ-Cm fueron realizadas por el método de
mutacién en un solo paso (técnica también conocida como transformacion lineal)
de acuerdo al trabajo de Datsenko y col. 197, reemplazando en cada caso el ORF
completo por la construccién lacZY-Cm. En los casos donde no se logré con éxito
insertar el gen reportero lacZ por esta técnica (para los genes STM14_1454, zinT,
rpmEZ2 e isrD), se utilizé6 una estrategia alternativa. En esta estrategia se

reemplaza el gen que codifica a la resistencia (insertado previamente por
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transformacidn lineal) utilizando la recombinasa especifica FLP y el plasmido
pKG136, el cual posee el mismo marco abierto de lectura del gen lacZ y el gen de
resistencia a kanamicina flanqueados por los sitios FRT donde actua la

recombinasa (ver puntos 7 y 8 de Materiales y Métodos).

Los ensayos de actividad [3-galactosidasa se realizaron en microplacas,
que nos permitié un seguimiento mas controlado de la reaccién al monitorear la
aparicion de color en tiempo real y en todas las cepas y todas las condiciones al
mismo tiempo. En cada caso, la expresion del gen reportero aument6 conforme
aumentaba la concentracion de EDTA agregado al medio de cultivo, pero para
cada gen la curva de induccion difiere, reflejando diferencias en la dinamica de
unidon/despegue de Zur a los distintos promotores. Como control del
experimento se utilizé la misma metodologia con las cepas Azur znuA:lacZ-Cm,
Azur zinT::lacZ-Kn, Azur STM14_3193::lacZ-Cm, Azur STM14_1454::lacZ-Kn, Azur
rpmEZ2::lacZ-Kn y Azur isrD::lacZ-Kn, cuya expresion fue maxima y constitutiva en

todas las condiciones estudiadas, incluso sin el agregado de EDTA.

Como se puede observar en la Figura RD26, se ve un aumento
considerable de la transcripcion del gen reportero fusionado al promotor de
znuA ante el agregado de 30 uM de EDTA. Esto sugiere que Zur se desprende en
primer lugar de la secuencia promotora de este gen. Vemos que las curvas de
actividad B-galactosidasa presentan mayores diferencias en el rango entre 0-500
uM de EDTA, por lo que en la Fig. RD26B se muestra una ampliacién de dicho

rango.

A una concentracién de 150 uM de EDTA se observa la induccién de zinT,
mayores concentraciones de quelante permiten la expresion de STM14 3193,y
luego de los genes STM14 1454, romEZ2 e isrD. Este resultado confirma también
que el gen isrD es un nuevo miembro del reguléon Zur, ya que su expresion

depende del represor y es maxima en ausencia del mismo.
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Figura RD26. La expresion transcripcional de los genes znuA, zinT, rpmeE,
STM14_3193, STM14_1454 e isrD se activa a diferentes concentraciones de quelante
para cada uno de ellos. A) Actividad B-galactosidasa de las fusiones transcripcionales
del gen reportero lacZ a los promotores de los genes mencionados mas arriba. Se
ensayo la expresion del gen reportero en las cepas cultivadas en medio LB en presencia
de concentraciones decrecientes de zinc. B) Ampliacién de la curva en el rango de 0 a
500 uM de Zn. En esta regién puede observarse con mayor detalle el inicio de cada
curva y las diferentes concentraciones de EDTA a la cual cada gen comienza a inducirse.

Con estos experimentos se pudo analizar los perfiles de induccién de los
genes STM14_1454 y STM14 3193, para los cuales no logramos resultados

confiables en los ensayos de retardo de la movilidad electroforética realizados
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con anterioridad. Por otro lado, agregamos a estos genes el perfil transcripcional
de un ARN pequefio regulado por Zur. En conjunto con los ensayos de movilidad,
podemos concluir que el primer gen del reguléon en inducirse ante una
disminucién de la concentracion de Zn es znuA, el cual codifica para la proteina
chaperona periplasmatica que captura Zn con alta afinidad en este
compartimento. La profundizacién en la escasez de Zn activa subsecuentemente
a zinT, otra proteina periplasmatica que une este metal, seguido de STM14 3193
y luego de los genes que codifican para las proteinas ribosomales RpmE2-]2. Si
bien los ensayos de retardo de la movilidad electroforética plantean que la
induccién de los genes zinT y rpmEZ2-J2 se daria de manera inversa, sus Kp son
similares. Si bien numerosas publicaciones cientificas respaldan el uso de los
experimentos de retardo de manera cuantitativa, el ensayo de induccién de la
transcripcion refleja una situacion fisioldgica por ser un ensayo netamente
cuantitativo e in vivo. Por ultimo, se obtuvieron curvas de induccion muy
similares para los genes STM14_1454 e isrD (las cuales se solapan también con la
de romEZ2-]2), indicando que Zur requiere de un ambiente muy pobre en Zn para

permitir la expresion desde estos promotores.

Los resultados de los EMSAs coinciden en parte con el patrén visto in vivo
en estos ensayos con el reportero LacZ, indicando que la modulacién gradual de
la actividad de Zur debido a la disponibilidad de Zn es lo que estd detras de la
expresion diferencial de sus genes blanco. Estos ensayos demuestran que el
represor Zur tiene afinidades distintas para cada una de las secuencias de la caja
de unidén, provocando una respuesta coordinada y secuencial frente al
hambreado de zinc. Una disminucién leve del metal, generada en nuestros
ensayos por una concentracion baja de quelante, afectaria la unién de Zur con los
operadores con menor afinidad, y permitiria la transcripcion de estos genes,
actuando como un mecanismo de respuesta inicial ante la escasez del metal. La
prolongacién y/o profundizacién de la escasez permitiria la inducciéon de la

transcripcion del resto del regulon para hacer frente a dicha condicion.
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10. EL REGULON ZUR PROPUESTO PARA SALMONELLA TYPHIMURIUM
14028s

En el andlisis del experimento de transcripcion masivo utilizando
microarreglos tipo Tiling descubrimos el patrén de expresién de los genes del
regulén Zur. Como se esperaba, estos genes estan reprimidos en presencia de Zn,
tanto en medio rico como en medio minimo. La induccion de estos genes cuando
Salmonella es expuesta a una sobrecarga de iones Cu resulté novedosa y sugiere
que un desbalance en un determinado metal puede afectar la respuesta de genes
que estan intimamente relacionados a la homeostasis de otro metal diferente. De
esta manera la bacteria responde y se adapta a las distintas situaciones que

encuentra para mantener su integridad metabdlica.

Con este nuevo patréon de induccién de los genes Zur en la mira, nuestro
objetivo se centré en la busqueda de nuevos posibles miembros del regulén atin
no identificados. Nos focalizamos en primer lugar en los genes rpmEZ2-J2, que a
diferencia de los productos de rpomE1-J1 codifican para proteinas ribosomales
alternativas que no unen Zn. Estos genes habian sido predichos como parte de
reguléon Zur por métodos bioinformaticos 1°1. Nuestros resultados confirmaron
que estos genes son reprimidos en presencia de Zn de manera dependiente de

Zur.

Ademads identificamos en los microarreglos dos nuevos genes con
patrones de expresion similares al de los genes del regulén. Realizando los
experimentos de actividad [(-galactosidasa y de RT-PCR semi-cuantitativa,
incorporamos estos dos nuevos genes, STM14_1454 y STM14 3193, al regulén
Zur de S. Typhimurium 14028s.

Mediante ensayos de retardo de la movilidad electroforética,
comprobamos que el represor interacciona con los promotores de los genes
rpmE2-J2, STM14 1454 y STM14 3193, y que su afinidad por cada secuencia
promotora es diferente, siendo menor para el promotor de los genes znu y mayor

para las secuencias corriente arriba de zinT 'y romE2-]2.
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Con todo lo expuesto en este trabajo de tesis, proponemos entonces
ampliar el regulén Zur de Salmonella Typhimurium 14028s e incluir a los genes
rpmE2-]2, STM14_1454, STM14 3193 e isrD dentro del mismo. Los ensayos de
actividad B-galactosidasa a distintas concentraciones de un quelante de metales
divalentes permitieron distinguir un orden jerarquico de activacion de los genes
del regulén frente a distintos grados de escasez de Zn. Una disminucion leve del
metal permite la expresion de znuA, que codifica para la chaperona
periplasmatica responsable de la captura del Zn en este compartimento. ZnuA se
encarga de capturar el Zn para su incorporacion al citoplasma mediante el canal
formado por las proteinas ZnuBC 124, Cabe adn responder a la pregunta si los
genes znuCB se inducen junto a la chaperona. La prolongaciéon y/o
profundizacion de la escasez permitiria la induccion de la transcripcion de zinT
que codifica para otra chaperona del espacio periplasmatico, responsable de
auxiliar al sistema de captacién de Zn de alta afinidad a atrapar el Zn libre 129154,
Una condicion de hambreado mas avanzada o prolongada induce la expresion de
STM14 3193, que codifica para un inhibidor de las lisozimas tipo G del
hospedador, que se expresan en células del sistema inmune, como las células
macrofagicas. El ambiente bajo en Zn con el que Salmonella se encuentra dentro
de estas células ©2 seria el estimulo necesario para inducir a STM14 3193, asi
como también a STM14_1454, otro inhibidor de lisozimas tipo G, que se expresa
frente a una escasez de zinc mayor. Junto a STM14_1454 se inducen isrD y romE2-
J2, las proteinas ribosomales alternativas que no unen Zn. Todavia nos queda
determinar el blanco del ARN pequefio codificado por isrD, en nuestros analisis
in silico previos no detectamos ninguna diana que pueda relacionarse a la
homeostasis de metales, pero cabe la posibilidad que este ARN pequeno esté
reprimiendo la expresion de alguna proteina que una Zn, ya sea para catalizar
alguna reaccién o para mantener su integridad fisica. Las proteinas RpmE1l y
RpmJ1 necesitan del metal para cumplir sus funciones dentro de la gran
maquinaria que es el ribosoma. En condiciones de escasez extrema, estas
proteinas estarian siendo reemplazadas dentro del ribosoma por sus
contrapartes, RpmE2 y Rpm]2, las cuales no poseen el motivo CXXC de unién a
Zn 245, De esta manera, las proteinas C+, como se las denomina a RpmE1 y Rpm]1

(por contener el motivo CXXC) son proteolizadas en el citoplasma y el Zn que
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éstas contenian es liberado para que la bacteria pueda utilizarlo 227246, La
induccién de estas proteinas pardlogas de genes ribosomales, y por ende, la
modificacion de la maquinaria de sintesis proteica constituiria el ultimo recurso

que utiliza Salmonella frente a la escasez severa de Zn.

Todos los actores involucrados en la capacidad de Salmonella de
sobrevivir en ambientes pobres en Zn se encuentran esquematizados en la

Figura RD27.

Espacio extracelular

10 .‘ ™ BBA A ~
o \\

c|cC
™ A

g

: 0
STM14_3193
\ rpmE2-J2 / isrD zinT ZnuA znuC znuB

>
\__== /

Figura RD27. Diagrama general de los genes del regulén Zur. Se muestra en la
figura la disposicion relativa de cada uno de los genes del reguldn Zur, con sus productos vy la
localizacién subcelular de los mismos. Se grafica ademas el represor unido a cada una de las
regiones promotoras como un dimero, en vez de un dimero de dimeros, para simplificar el
diagrama.
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1. LOS GENES QUE CODIFICAN PARA EL SIDEROFORO DE HIERRO
ENTEROBACTINA Y TOLC SE INDUCEN EN PRESENCIA DE COBRE

El analisis de expresion realizado en el Capitulo I de esta tesis revel6 la
induccidén del locus entCEBA luego de la exposicion de las células a 10 minutos en
CuS04 en medio SLB (Fig. RD28). La expresién de entCEBA esta controlada por el
represor Fur y codifica enzimas implicadas en la biosintesis de la enterobactina.
Se observé también una activacion en esta misma condicion de tolC, que codifica
para un transportador de membrana externa utilizado como camino de

detoxificacidn 247248 (Fig. RD28).
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Figura RD28. Perfil transcripcional del locus entCEBA y de tolC. Los
genes ent estan implicados en la produccidon de enterobactina (sideréforo
responsable de la captacidn de hierro y controlado por el regulador global Fur)
y tolC codifica para un transportador de membrana externa. Estos genes se
ven inducidos en presencia de cobre en medio rico.

Para confirmar la induccion de entCEBA frente a Cu, asi como también su
represion en presencia de hierro, un comportamiento esperado para los genes
regulados por Fur 76, empleamos una cepa que se encontraba disponible en
nuestro laboratorio y que posee la fusidn transcripcional entE::Mud]. Como se
muestra en la Figura RD29, la expresion de entE::Mud] aumenta mas de 4 veces
en presencia de 0,25 mM CuSO4, mientras se observa una represion en el medio
con FeSO4. En M9, donde la expresion basal del reportero es alta debido a la falta
de hierro, no se detecta una induccién debido al agregado de Cu (Fig. RD29). Sin

embargo, la adicién simultanea de FeSO4 y CuSO4 no puede abolir totalmente la
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transcripcién de la fusién entC::Mud] y puede detectarse una pequefia activacion

mediada por el cobre (Fig. RD29).
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Figura RD29. Validacion de la induccién por cubre utilizando un
reportero entE::Mud]. Se determind la actividad B-galactosidasa en extractos
de la cepa reportera cultivada en medio LB y M9 en presencia de Cu, Cu+Fe , o
en ausencia de metales. Para los ensayos en medio rico se utilizé 0,25 mM de
cada metal en cada caso; y para las cepas crecidas en medio minimo las
concentraciones fueron: 2uM de Cu, 10uM de Fe y 10uM de Fe y Cu cuando
ambos se combinaron.

Postulamos que el incremento en la sintesis de la enterobactina inducida
por cobre podria ser requerida o bien para compensar la falta del metal de las
proteinas con centros Fe-S, como una consecuencia del dafio producido por el

exceso de Cu 213; o para capturar el metal téxico, evitando su internalizacion.

2. EL SIDEROFORO DE HIERRO ENTEROBACTINA Y TOLC CONTRIBUYEN
A LA RESISTENCIA A COBRE

Se reporté previamente que la enterobactina es exportada a través del
canal de membrana externa formado por TolC, para secuestrar el hierro del
medio extracelular 90-92. La induccion de tolC por Cu en SLB (Fig. RD28) nos llevo
a analizar su rol de en la resistencia a cobre. Se determin6 la OD final de cultivos
crecidos toda la noche de mutantes de Salmonella 14028 en ent, tolC y/o cueO, en

presencia de concentraciones crecientes de CuSOs (Fig. RD30). La mutante
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entE::Mud] mostré un comportamiento bifasico, alcanzando un tercio de la OD de
la cepa silvestre a concentraciones de Cu mayores a 0,5 mM (estos niveles de Cu
no afectan el crecimiento de ninguna de las otras mutantes simples analizadas).
A concentraciones mayores a 3 mM de CuSO4 se observa una nueva disminucion
de la OD. La cepa AcueO mostr6 una curva sigmoidea, alcanzando la mitad del
valor de OD de la cepa parental a 1,5 mM de CuSO4 y no mostré crecimiento a 3
mM de Cu. La cepa mutante en tolC lleg6 a la mitad del valor de OD de la cepa
silvestre a una concentracion de CuSO4 de 2,1 mM, siguiendo también una curva
sigmoidea frente a la sensibilidad a Cu. Por otro lado, la curva observada para la
cepa doble mutante ent AcueO muestra una contribucidn aditiva de ambos genes
a la resistencia a cobre. De igual manera, el efecto que ejerce el CuSO4 en la OD
final de la cepa doble mutante AtolC AcueO parece ser aditivo, sugiriendo una
independencia de los caminos utilizados por cada uno en la resistencia a cobre.
La doble mutante ent AtolC, sin embargo, exhibe una curva de sensibilidad
similar a la cepa simple mutante ent, sugiriendo que el rol de TolC en la
resistencia a cobre depende de la enterobactina. De esta manera, se puede
postular que los genes ent y tolC probablemente contribuyan en esta resistencia
a través del mismo camino de detoxificacién, el cual no incluye a CueO (Fig.

RD30).

O Silvestre

@ entE

O AtolC

@ AcueO

A entE AtolC
A entE AcueO
A AtolC AcueO

DO Final (unidades)
N

o 1 2 3 4 5 6

CuSO, (mM)
Figura RD30. Determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) a cobre en medio liquido para distintas cepas
mutantes. Se utilizaron mutantes delecionadas en cueO (multicobre

oxidasa periplasmica controlada por CueR), entE, tolC o las mutantes
dobles que se indican.
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Se ha propuesto que la inactivacion de TolC puede afectar Ia
detoxificacion de algunos compuestos, no como una consecuencia directa de la
deficiencia en el flujo, sino como resultado del dafio oxidativo a las membranas
causado por las especies toxicas 248. Considerando que uno de los mayores
efectos toxicos del cobre es la inactivacion de las deshidratasas hierro-azufre,
que puede aumentar el estrés oxidativo en el periplasma 213, se evalud la
contribucién del gen tolC y de los genes ent en la resistencia a cobre en ausencia
de oxigeno. Determinamos la concentracion inhibitoria minima (CIM) del Cu en
placas de LB-agar para las mutantes ent, AtolC y ent AtolC, comparada con la cepa
silvestre y la cepa AcueP, las cuales ya han sido reportadas como sensibles a
cobre en estas condiciones?2. En ausencia de oxigeno (Fig. RD31), los valores de
CIM fueron de 0.28+0.03 mM CuSO4 para la cepa mutante en ent y de 0.19+0.03
mM CuSOq4 para las cepas AtolCy ent- AtolC. Los valores para la cepa silvestre y la
mutante AcueP fueron de 0.40+0.07 mM y 0.16+x0.04 mM, respectivamente.
Aunque no fue posible distinguir las contribuciones individuales de cada gen a
concentraciones subletales de cobre utilizando esta técnica, los resultados
confirman el rol de las proteinas Ent y del canal de membrana externa TolC en la
detoxificacion del cobre. Si bien observamos una induccién transcripcional
extendida a todo el locus ent en Cu-SLB, en el medio minimo M9, el tercer y
cuarto gen (entB y entA), se vieron reprimidos por cobre (Fig. RD28). Los
productos de ambos genes, isocorismato liasa y 2,3-dihidro-2,3-
dihidroxibenzoato deshidrogenasa, respectivamente, participan en la conversion
del corismato a 2,3-dihidroxibenzoato (DHB), la primer parte de la sintesis de
enterobactina 24°, Ademas, el dominio C-terminal bifuncional de la proteina EntB
participa en el tltimo paso de la biosintesis de enterobactina, la condensacién del
DHB con serina y el ciclado. La expresion diferencial de estos genes en Cu-M9
sugiere la existencia de mecanismos adicionales de regulacion cuya relevancia

fisiolégica alin no ha sido determinada.

La sensibilidad a Cu de las mutantes también fue ensayada en medio
solido en presencia de oxigeno, para determinar de esta manera la CIM de cada
cepa en condiciones de aerobiosis (Fig. RD32). Al igual que en la CIM en

ananerobiosis, este experimento no nos permitié determinar las contribuciones
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individuales de cada gen a concentraciones subletales de Cu, pero nos permite
obtener una idea del rol de cada proteina en la homeostasis del Cu. Para la cepa
mutante en los genes ent, si bien la CIM es comparable con la cepa silvestre (4,67
mM de Cu versus 4,75 mM de Cu, respectivamente), encontramos que las
colonias de la cepa mutante ent crecen de manera deficiente, las colonias son de
un menor tamafio en comparacion con las colonias de la cepa parental, ya desde
una concentracién baja de Cu (0,5 mM). Esto nos da una idea de la importancia
de la enterobactina en la detoxificacion del Cu, lo cual es consistente con lo que
vimos anteriormente en medio liquido y en medio sélido en anaerobiosis. La
cepa AcueO se vio mas afectada, como era de esperarse, ya que esta cepa carece
de la multicobre oxidasa y su fenotipo se encuentra caracterizado 192, con una
CIM de 1,5 mM de Cu. La cepa AtolC mostré también un crecimiento afectado en
las placas con Cu, presentando una CIM de 2,75 mM, confirmando nuevamente
que la proteina de membrana externa cumple un rol ayudando a la bacteria
frente a los efectos nocivos del Cu.

Sin embargo, la doble mutante ent AtolC exhibi6 nuevamente un
comportamiento similar a la simple mutante ent, esto mismo observamos en los
ensayos en medio liquido. No obstante, en este caso la cepa crece a
concentraciones mayores que la tolC-, aunque con colonias pequeias aun a bajas
concentraciones de Cu. Esto nos sugiere que el rol de TolC en la detoxificacion de

Cu depende de la presencia del producto de los genes ent, la enterobactina.

Por otro lado, las dobles mutantes ent AcueO y AtolC AcueO presentan una
CIM menor a las simples mutantes por separado (1,43 mM y 1,06 mM,
respectivamente), confirmando que tanto la enterobactina como TolC cumplen
un rol en la resistencia de Salmonella frente al Cu, pero lo hacen por un camino

independiente al utilizado por la multicobre oxidasa.

Todos estos resultados indican que existe una compleja red implicada en
el manejo del Cu y en la resistencia a este metal, que abarca factores previamente
asociados con la captura del hierro, involucrando a TolC y la enterobactina en la
supervivencia de Salmonella frente al estrés por cobre. Sin embargo, la relaciéon
entre la homeostasis del cobre y del hierro todavia no ha sido aclarada, y solo

unas cuantas lineas de evidencia conectan a los mecanismos que manejan a estos
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Figura RD31. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) a
cobre en medio sdlido y en anaerobiosis para distintas cepas mutantes. Se
utilizaron mutantes delecionadas en cueP y tolC, y la mutante en los genes ent o la
mutante doble que se indica, ademds de la cepa silvestre.
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Figura RD32. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) a
cobre en medio sélido y en aerobiosis para distintas cepas mutantes. Se
utilizaron mutantes delecionadas en cueO y tolC, la mutante en los genes ent o las
mutantes dobles que se indican, ademas de la cepa silvestre. El asterisco sobre las
barras indican que las colonias de esas cepas ensayadas eran de tamafio reducido con
respecto a la cepa silvestre.

dos metales de transicion. La multicobre oxidasa CueO, que se expresa en
presencia de Cu, es la responsable de la oxidaciéon del Cu(l) y también del
sideréforo enterobactina 29, Los compuestos catecolados, como la enterobactina,
son capaces de reducir el Cu(Il) a Cu(I), su forma mas téxica para la célula, que
puede, a su vez, oxidar numerosos compuestos por medio de las especies
reactivas del oxigeno. En este sentido, la oxidacion de la enterobactina mediada

por CueO puede impedir la reduccién del Cu(ll) dada por este sideréforo. Es
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importante destacar ademdas, que la forma oxidada del acido 2,3-
dihidroxibenzoico, un intermediario en la sintesis de la enterobactina, puede
unir Cu de manera estable actuando como un sumidero del metal 251
Recientemente, se describid la relacion entre dos sider6foros y el cobre en la
cepa de E. coli uropatogénica 252. En esta especie, el sider6foro yersiniabactina
(pero no la enterobactina) protege a la bacteria de ser atacada intracelularmente
secuestrando el Cu(II) del hospedador en el espacio extracelular, previniendo asi
su reduccién a Cu(I). Ademas de esto, el complejo yersiniabactina-Cu(II) parece
tener una actividad superéxido dismutasa protegiendo a la bacteria del estrés

oxidativo dentro de las vesiculas de los fagocitos 253.

En resumen, los resultados obtenidos en este Capitulo revelan Ia
complejidad de los mecanismos utilizados por Salmonella para detoxificar a la
célula de los iones Cu, principalmente a nivel de la envoltura celular,
probablemente el sitio de preferencia para el ataque con metales en las
interacciones patégeno-hospedador. El arsenal que posee la bacteria en cuanto a
estrategias paliativas ante el exceso de Cu en el espacio periplasmatico incluye a
miembros del regulén CueR (CueO y CueP) y a factores asociados previamente a
la adquisicién y manejo de hierro, como la enterobactina y TolC. La alta
sensibilidad al Cu que exhiben las cepas mutantes ent, ent AtolC y AtolC AcueO,
sugieren la existencia de un camino de remocién del Cu mediada por la
enterobactina y TolC, donde estos actores juegan un rol mas activo y no una
simple restauracion del Fe en las proteinas con grupos Fe-S dafiadas por el
exceso de Cu. Queda por establecer atin donde la enterobactina une al Cu, si ésta
es exportada al espacio extracelular por TolC o si esta proteina de membrana
externa puede mediar la salida del sideréforo unido a Cu. Este camino de
detoxificacion del Cu mediado por la enterobactina podria ser de particular
importancia durante la supervivencia intracelular de Salmonella, donde se

espera que la bacteria enfrente un ambiente rico en Cu pero privado de Fe 224254,
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CONCLUSIONES

e Realizamos un analisis transcripcional global de la respuesta de Salmonella
Typhimurium 14028s a Cu y Zn. Los genes activados o reprimidos en
presencia de cobre o zinc fueron clasificados en grupos, identificandose en 6
de ellos genes especificos de la respuesta al dafio producido por estos
metales (CueR, GolS, ZntR y Zur) o regulados por reguladores globales

involucrados en la respuesta al estrés como RpoE y CpxRA.

e Revelamos la complejidad de los mecanismos de homeostasis relacionada a
cobre y zinc. La presencia de un exceso de estos iones genera un cambio
drastico en la transcripcion génica de Salmonella. Asi, los genes involucrados
con la homeostasis y/o resistencia a uno de estos metales se inducen en su
presencia, pero al mismo tiempo son reprimidos cuando el otro metal esta

presente en exceso en un medio minimo.

e Identificamos nuevos genes de Salmonella Typhimurium 14028s
(STM14_1454, STM14_ 3193, rpomE2, rpomJ2 e isrD) que se reprimen en
presencia de zinc, presentando un patrén de expresion similar al de genes del

regulén Zur.

e Demostramos que la represion por zinc de estos genes depende de la
presencia del represor Zur, confirmando su pertenencia al reguldn.
Descubrimos con ello que la respuesta de este patdégeno ante la escasez de
zinc es mas amplia y compleja que lo descripto hasta el momento en la

bibliografia.

e Evidenciamos la presencia de una caja de unién a Zur en los promotores de
estos genes identificados como parte del reguldn, encontrandose dos cajas

parcialmente solapadas y conservadas en la hebra codificante.
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Demostramos que los genes rpmEZ2, STM14 1454 y STM14_3193 no confieren
una ventaja en el crecimiento de Salmonella en medios con bajo zinc, a

diferencia de znuA y zinT.

Observamos que los genes STM14_1454 y STM14 3193 otorgan una ventaja
para la proliferacion de Salmonella dentro de células fagociticas, sugiriendo

un rol en la patogénesis de esta bacteria.

Determinamos el orden jerarquico de la desrepresion de los promotores de
znu, zinT y rpm en presencia de un quelante de zinc mediante ensayos de

retardo de la movilidad electroforética.

Constatamos que la respuesta transcripcional de los genes del regulén Zur de
Salmonella frente a la deplecion de zinc no es la misma para cada uno de
ellos, observando una activacion de la transcripcion coordinada y jerarquica

frente al hambreado de zinc.

Demostramos el rol de los genes involucrados en la sintesis del sideréforo de
hierro (ent) y del transportador de membrana externa (tolC) en la resistencia
a cobre, probablemente aliviando la toxicidad debida a cobre en el

periplasma.

La activacion del locus ent y de otros genes controlados por el represor Fur
(el regulador maestro de la homeostasis de hierro en bacterias) en presencia

de Cu sugiere que la respuesta a estos metales se encuentra conectada.
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