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Introduccion

Acinetobacter baumanni

Acinetobacter baumannii es una bacteria Gram-negativa, aerobia estricta, no motil,
no formadora de esporas, perteneciente a las Proteobacterias, clase y-proteobacteria,
orden Pseudomonadales, familia Moraxellaceae™? (Fig. 1). Los miembros de este grupo
son metabdlicamente versdtiles, pueden catabolizar un importante numero de
compuestos tales como alcoholes alifaticos, algunos aminodacidos, acidos carboxilicos y

grasos, hidrocarburos ramificados, compuestos aromaticos y n-hexadecanos®.

AccV SpotMagn Det WD Exp
25.0 kV3.0 13331x SE 16.53

Fig. 1.Micrografia electrénica de Acinetobacter
baumannii. Mag 13331x.CDC's Public Health
Image Library Image #6498, Autor Janice Carr

2004.

A. baumannii es un importante patdgeno oportunista que afecta a grupos de
personas vulnerables, particularmente a pacientes afectados por quemaduras severas y
pacientes inmunosuprimidos®. Entre los aislados hospitalarios de estas bacterias, suelen
encontrarse cepas que presentan resistencia a multiples antibidticos como
aminopenicilinas, ureidopenicilinas, cefalosporinas, cloranfenicol vy tetraciclina®®;

solamente ciertos agentes terapéuticos dan resultado contra algunas cepas del organismo

7,8
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Las personas que adquirieron infecciones debido a esta bacteria, presentan una
amplia gama de manifestaciones clinicas tales como neumonia, infecciones de tracto

urinario, bacteriemia y meningitisg'lz.

13,14

Ha sido reportado que los lipolisacaridos™ ", una proteina de membrana

15,16

extracelular denominada OmpA~"", el pili, y dos sideréforos (que median la entrada de

hierro (Fe) a la célula)*’*

son elementos fundamentales para que esta bacteria pueda
colonizar eficientemente al ser humano. Sin embargo, es probable que otros elementos se

encuentren involucrados.
Tipos de estreses abidticos
a) Estrés caldrico

El estrés caldrico es la causa de la desnaturalizacién de las proteinas celulares por
efecto de un incremento en la temperatura del medio, provocando la pérdida en la funcidn
de éstas.

La respuesta celular generada por el estrés calérico provoca la expresion de
muchas proteinas llamadas proteinas de choque térmico®®. Esta respuesta no estd
limitada a los cambios de temperatura y es una forma general de responder al estrés, ya
sea de tipo osmotico, por presencia de etanol, metales pesados, contaminantes o

. . , 21-2
interacciones con las células hospederas®*®

. Dentro de las proteinas de choque térmico,
se encuentran chaperonas y proteasas, que estan involucradas en la reparacion o
degradacion de las proteinas dafiadas durante el estrés.

En muchas especies de bacterias se ha observado que estas proteinas juegan un papel

26-32

importante en la patogénesis Las proteinas de choque térmico son también

importantes durante un estrés nutrimental, por ejemplo en la fase estacionaria™.

b) Estrés oxidativo

Los microorganismos aerobicos utilizan el oxigeno molecular (O;) al realizar la

respiracion u oxidacion de nutrientes para obtener energia. Los productos reactivos del
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oxigeno como los radicales anidnicos (O'), perdéxido de hidréogeno (H,0,), y los altamente
reactivos, radicales hidroxilo (*OH), son generados continuamente en células aérobicas en

crecimiento.

Los blancos bioldgicos de estas especies reactivas de oxigeno son el DNA, el RNA,

las proteinas y los lipidos. Mucho del daifo causado proviene de los radicales *OH
generados por el H,0; via la reaccién de Fenton, la cual requiere hierro (Fe Il) [o cualquier
otro metal divalente, tal como el Cobre (Cu Il)] y una fuente de equivalentes reductores
(probablemente el NADH) para regenerar el metal. Los radicales libres pueden atacar
directamente a los acidos grasos polinsaturados en membranas e iniciar la peroxidacion de
los lipidos. Un primer efecto de la peroxidacién de lipidos es que decrece la fluidez en la
membrana, alterando sus propiedades y de las proteinas transmembranales. Este dano
actua como un amplificador porque se forman mas radicales debido a que los acidos
grasos polinsaturados son degradados a una variedad de productos. Algunos de ellos, tales
como los aldehidos, son altamente reactivos y pueden dafar otras moléculas, como
proteinas >**>.
A diferencia de los radicales libres, los aldehidos poseen mayor longevidad y pueden
difundirse del sitio de origen, alcanzar y atacar blancos que se encuentran distantes del
sitio inicial donde ocurrid el evento de oxidacién, actuando como “segundos mensajeros
téxicos”>®.

Con respecto a la oxidacion de proteinas, se han documentado distintos tipos de

dafio 378

, incluyendo la oxidacién de los grupos sulfhidrilo, aduccién de los residuos de
aminoacidos cerca del sitio de unién al metal, reaccion con aldehidos, modificacion de
grupos prostéticos o grupos metdlicos, acoplamiento proteina-proteina y fragmentacién

de péptidos.

Metodoldgicamente la carbonilacion de proteinas es un tipo de oxidacion
irreversible que puede promoverse por especies reactivas de oxigeno. Usualmente se

refiere al proceso por el cual se forman cetonas y aldehidos que pueden reaccionar con el
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2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar hidrazonas. La oxidacién directa de los
residuos laterales de lisina, arginina, prolina y treonina (entre otros aminodcidos), en la
reaccion de “carbonilacion primaria de proteinas” produce proteinas que pueden ser

detectadas por el DNPH 3941

Todas estas modificaciones afectan negativamente a la célula, ya que ocasionan
una pérdida en la funcién de la membrana celular y proteinas; ademas de que pueden

bloquear la replicacién del DNA o provocar mutaciones.

Los sistemas de proteccion contra la oxidaciéon se dividen en tres grupos: 1)
prevencion de la generacidn de especies de oxigeno altamente reactivas; 2) cadena
terminal de radicales libres y desintoxicacién de radicales libres por enzimas; 3) elementos
de reparacion. Ademas, la unién a iones metdlicos de transicién especificos y proteinas
inespecificas como ferritina, transferina, albumina y otros, son importantes para la

proteccion contra radicales*’.

Los antioxidantes de bajo peso molecular como el a-tocoferol (vitamina E), el 4cido
ascorbico (vitamina C), y el acido Urico, actuan principalmente deteniendo la cadena de

propagacion de los radicales libres®.

El glutatién atrapa radicales hidroxilo, oxigeno atdmico y ademads es sustrato de

algunas enzimas, regenerando vitaminas E y C. ***,

c) Estrés por desecacion

La capacidad de los microorganismos para sobrevivir a la desecacion depende de su

habilidad para responder: a la radiacidn ultravioleta, a las especies reactivas de oxigeno, a

44-48
. L

la presencia de ciertos solutos y en ocasiones a las temperaturas extremas a

desecacion puede diferenciarse en tres etapas principales: secado, almacenamiento vy
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rehidratacion. Estas etapas pueden ser abordadas desde distintos puntos de vista, es decir,
por la severidad y velocidad tanto del secado como de la rehidratacién, asi como de la
duracion del almacenamiento. Las consecuencias del secado son, entre otras: la
acumulacién de sales vy el estrés hiperosmdético. Ademas, cuando cierta cantidad de agua
se ha recuperado, la reactivacion del metabolismo puede ser impedida debido al dafo
generado durante la desecaciéon. Asimismo, la acumulacion de dafio durante el
almacenamiento puede llevar a la muerte celular, ya que en estas condiciones los
organismos no se encuentran metabdlicamente activos y eso los hace incapaces de
reparar cualquier lesion®. Algunos de los dafios provocados en esta condicién, se pueden
comparar con el dafio inducido por la radiacién ultravioleta y las especies reactivas de

49-50

oxigeno~". Finalmente durante la rehidratacidn, el estrés hiposmético y la aparicién de

especies reactivas de oxigeno afectan la supervivencia 2.

d) Estrés osmético

Los cambios en la presién osmética extracelular pueden provocar flujos rapidos en
el agua, concentrando o diluyendo al citoplasma de las células, alterando su estructura y
funcién. Las células responden al estrés osmotico ajustando la distribucién de algunos

, 7. -57
solutos a través de la membrana plasmatica®>™>".

Cuando se incrementa la presién
osmoética extracelular, la célula acumula solutos para prevenir la deshidratacion del
citoplasma; en forma contraria, la célula libera solutos para prevenir la lisis a consecuencia
del decremento en la presidon osmética extracelular. Las bacterias usan cationes de potasio
(K%), aniones orgénicos como el glutamato o compuestos organicos zwitteriénicos como
solutos osmoreguladores. Los solutos organicos que se acumulan bajo condiciones de
estrés osmatico sin alterar las funciones celulares, son llamados osmolitos 8 o solutos
compatibles™. Se ha observado que la acumulacién del glutamato es la respuesta inicial
para contender ante un aumento en la osmolaridad. También se pueden activar otros
mecanismos osmorreguladores, pero en general, se prefiere la acumulacién de osmolitos
orgénicosSg.Los osmolitos provocan una completa rehidratacidn citoplasmica mientras

. . . / -61
favorecen las estructuras nativas e interacciones de las macromoléculas >,
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La Trehalosa y su biosintesis

En el ambiente natural, los microorganismos se encuentran en constante
interaccidon unos con otros. Muchas de estas interacciones son antagdnicas, uno de los
mejores ejemplos son los antibiéticos producidos por un microorganismo para inhibir el
crecimiento del otro, pero también existen interacciones de tipo positivo®.

Se encontré que Saccharomyces cerevisiae estimula el crecimiento de especies
patdgenas de bacterias para humanos como A. baumannii y Acinetobacter haemolyticus;
la molécula responsable de éste fendmeno es el etanol. Se ha demostrado que en bajas
concentraciones (1%-1.2%), el etanol no solo promueve el crecimiento sino que también
aumenta la resistencia al estrés por sal. Ademds, en presencia de etanol, A. baumannii
muestra una mayor patogenicidad en ensayos realizados con Caenorhabditis elegans 6,
Para entender mejor las bases de éste fendmeno se realizd una caracterizacion del
transcriptoma de A. baumannii cultivada en medio rico en presencia y ausencia de etanol
al 1.2%. Como resultado de este ensayo se identificaron setenta genes en los que la
expresion se vio aumentada en presencia de etanol y se concluyd que el incremento en la
virulencia de A. baumannii es debido a un aumento en la capacidad metabdlica®.

Al analizar el transcriptoma de A. baumannii expuesto a etanol al 3% durante 20’,
se observd la induccidon de varios genes relacionados con la respuesta al estrés y se
encontré la sobreexpresion del operén otsBA que es responsable de la sintesis de

trehalosa (resultados del laboratorio no publicados).

La trehalosa es un disacarido no reductor, muy estable, formado por un enlace
glucosidico a,a-1 entre dos a-glucosas; este compuesto se encuentra presente en muchos
organismos, incluyendo bacterias, levaduras, insectos y algunas pIantas65 (Fig. 2).
Inicialmente fue considerado como un reservorio de glucosa y/o como parte de algunos
componentes celulares™. En algunos organismos se piensa que actua como fuente de
energia durante ciertas etapas del desarrollo, como lo es la germinacidon temprana de las
esporas®®. En el caso de las mycobacterias, la trehalosa puede ser integrada a los

glicolipidos y ser utilizada como componente estructural®”®®. En gran variedad de

insectos, la trehalosa es una fuente de energia para poder volar, es probable que sea una
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6970 Algunos organismos que sobreviven a bajas

adaptacion especifica del vuelo
temperaturas lo hacen en presencia de glicerol o utilizando moléculas que actian como
anticongelantes naturales, tal es el caso de la trehalosa®®’. Asahina y Tanno (1964),
descubrieron que en el estado larval, la mosca sierra puede sobrevivir a temperaturas de -
40°C, ya que poseen gran cantidad de trehalosa pero no de glicerol’. En distintas cepas de
levaduras, la acumulacién de trehalosa esta relacionada con la resistencia a estrés por
calor y desecacion’. Selaginella lepidophylla llamada “la planta de la resurreccién”
contiene cerca del 12.5 % de su peso seco de trehalosa y 1.5% de sacarosa, esta planta
puede ser totalmente secada y al rehidratarla, regresa a su actividad normal’®. Los
embriones de artemia entran en latencia acumulando cerca del 15% de su peso seco en
trehalosa. Se piensa que la trehalosa funciona como estabilizador durante el periodo de
dormancia y como fuente de energia al terminar éste periodo’”. Altas concentraciones de
trehalosa han sido asociadas también con la resistencia de los nematodos al estrés por
desecacion, se sabe que la presencia de este disacdrido es un factor de proteccién contra

el calor y el estrés osmatico’®””.

Leslie, et al. (1995), demostraron que la presencia de trehalosa y/o de sacarosa
ayudaron a mantener un alto porcentaje de viabilidad tras rehidratar dos especies de
bacterias sujetas a desecacion y posterior congelacién . Sin embargo, las muestras con
trehalosa tuvieron aproximadamente un 15% mayor viabilidad en comparacién con las de
sacarosa. Posteriormente las muestras fueron expuestas a la luz y aire, y se observé que
las muestras que contenian trehalosa mostraron un porcentaje significativamente mayor

de sobrevivencia mientras que las de sacarosa no mostraron beneficios.
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trehalosa

Fig. 2 Estructura quimica de la trehalosa
y algunos organismos productores.

Biosintesis de la trehalosa

En Escherichia coli y en Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii, el operdn otsBA, de
aproximadamente 2,300 pb, es el responsable de la biosintesis de la trehalosa. Este locus
codifica para la enzima trehalosa 6-fosfato sintasa TPS (otsA), la cual cataliza la sintesis de
trehalosa-6-fosfato a partir de UDP-glucosa y glucosa 6-fosfato, y para la trehalosa 6-

fosfato fosfatasa TPP (ostB), que cataliza la formacion de la trehalosa”® (Fig. 3).

L Trehalosa-6-fosfato

Trehalosa
fosfato Trehalosa 6
sintetasa fosfato
fosfatasa

UDP-glucosa +

Glucosa-6-fosfato

Trehalosa

Fig. 3. Biosintesis de la trehalosa
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Mecanismos de proteccion de la trehalosa

Los mecanismos mediante los cuales la trehalosa protege a las biomoléculas
pueden dividirse en tres categorias a saber: reemplazo de agua, transformacion de cristal
y estabilidad quimica (Fig. 4)®. Estos tres mecanismos no son mutuamente excluyentes y
juntos contribuyen al efecto de estabilizacion mediado por la trehalosa.

La teoria de reemplazo de agua propone que todas las macromoléculas bioldgicas
estdn normalmente estabilizadas por el agua que forma puentes de hidrégeno alrededor
de las moléculas. La trehalosa parece tener una gran flexibilidad en el enlace glicosidico
comparada con otros disacdridos. Esta propiedad permite a la trehalosa interactuar con
grupos polares irregulares en las macromoléculas®.

La teoria de transformacion de cristal propone que azlcares en solucién pueden
transformar o mantener en estado de cristal liquido las membranas celulares en lugar de
cristalizar. A diferencia de otros azucares, la trehalosa forma un cristal no higroscopico, el
cual es estable a altas temperaturas asi como al ser completamente desecado®. Se piensa
gue en dicho estado, la trehalosa debe envolver a las biomoléculas de tal modo que les

81,82,83
. La

permita retomar su estructura nativa y funcién después de rehidratarlas
habilidad de alternar entre las formas dihidratada y anhidrida en cristal es también Unica
de la trehalosa, y para ello debe controlar eficientemente la actividad del agua en

matrices complejas.

Bajo un estrés abidtico, las proteinas mantienen una mejor actividad enzimatica en
presencia de trehalosa, ya que ésta remplaza el agua formando una especie de capsula
alrededor de la proteina, protegiendo asi su estructura y actividad 8 La interaccion por
puentes de hidrégeno entre ambas moléculas es debida a los grupos polares de la

proteina y los hidroxilos del azdcar®.

La capacidad de la trehalosa para proteger a las membranas durante la

deshidratacion radica en que interactia con estas, favoreciendo la permanencia del
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estado fluido de los lipidos, evitando asi la fusién, la separacion de fases y su

rompimientoss.

Las evidencias sugieren que la trehalosa retarda la transiciéon de liquido a gel
mediante el reemplazo de las moléculas de agua por las de trehalosa, manteniendo a las

membranas en forma de cristal liquido.

L~
77 %
}_\
' >
iy

reemplazo de agua

estabilidad quimica
transformacion de c:rist;/ ‘ \
RS r

Fig. 4. Tres teorias propuestas de cémo es que la trehalosa protege a las proteinas del dafio
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Aplicaciones biotecnoldgicas para la trehalosa

Las propiedades quimicas de la trehalosa la convierten en un importante producto

biotecnoldgico con diversas aplicaciones, los usos mas comunes de éste disacarido son:

e Proteger la actividad enzimatica. La trehalosa puede ser utilizada para almacenar a
temperatura ambiente enzimas termolabiles como: la DNA polimerasa, las enzimas
de restriccion y la DNA Iigasagg.

e Estabilizar y proteger de moléculas complejas. Moléculas inestables como los
anticuerpos pueden ser rehidratados a una temperatura de 37°C en presencia del
disacérido, manteniendo su actividad por varios meses de almacenaje®.

e Aditivo alimenticio. La trehalosa puede ser utilizada en alimentos secos y
procesados tales como las frutas y vegetales, con la finalidad de preservar sus
aromas y propiedades organolépticas, ademds de contar con la ventaja de no ser
téxica y formar parte de la dieta humana, ya que se encuentra presente en
champifiones, vino, pan y miel 0

e Preservar tejidos y érganos. Células y tejidos pueden ser preservados por meses
en presencia de trehalosa, atin estando secos o congelados.’>*%.

e Marcador de seleccion en la produccién de plantas transgénicas. El gen AtTPS1 en
Arabidopsis thaliana codifica para la enzima TPS1, que confiere insensibilidad a la
presencia de glucosa extracelular. La sobre-expresidn del gen AtTPS1 permite que
las semillas germinen en presencia de 6% glucosa, mientras que las semillas
silvestres muestran una tasa de germinacion muy reducida en dichas
condiciones”. Dado que la germinacién v la diferenciacién de las plantas silvestres
es inhibida por glucosa, este gen puede ser utilizado como un marcador de
seleccion durante el proceso de transformacion en plantas, usando glucosa como
agente selectivo™.

e Aplicaciones médicas potenciales. Ha sido reportado que la trehalosa reduce

sintomas de enfermedades como la enfermedad de Huntington y la osteoporosis.
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En uno de estos estudios, el consumo de trehalosa disminuyd la osteoporosis en

ratas hembras a las cuales se les removieron los ovarios®.
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Hipotesis

El estrés provocado por etanol es la mezcla de diferentes tipos de estrés, todos ellos
asociados a la falta o perdida de la biodisponibilidad del agua en la célula, estos tipos de
estrés tienen como consecuencia la sobreexpresion de distintos genes entre los cuales se

encuentra el operon otsBA.

Objetivo General

e Determinar la actividad del promotor de los genes otsBA en diferentes condiciones

de estrés

Objetivos particulares

a) Estrés por etanol al 3%
b) Estrés por NaCl al 2.5%

c) Estrés oxidativo: perdxido de hidrégeno 5 mMy 10 mM

e Evaluar la presencia de proteinas oxidadas generadas por etanol al 3%
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Material y métodos

Cepas bacterianas

Acinetobacter baumannii ATCC17978 y Escherichia coli K-12 TOP10.

Medios de cultivo

Luria- Bertani (LB)

Contiene 1% de bacto triptona 1% de cloruro de sodio (NaCl) y 0.5% de extracto de
levadura. En caso de prepararse en medio sélido se agregan 1.5% de agar. Se

esteriliza por autoclave, si se desea almacenar se guarda a 4°C.

YPD
e Contiene 1% de extracto de levadura, 2% de bacto peptona y 2% de glucosa. En
caso de prepararse en medio sdlido se agregan 1.5% de agar. Se esteriliza por
autoclave, si se desea almacenar se guarda a 4°C.
Soluciones
Buffer Z

Contiene 0.85% de Na,HPO,, 0.55% de NaH,PO,4 0.075% de KCIl, 0.0246 % de
MgSO0,, 0.27 % de B mercaptoetanol, pH 7.2.

Buffer de paro

N32CO3 al 10.6%

Buffer de corrida de proteinas

Contiene 1.44% de glicina, 0.3% de Tris Base, 0.1% de SDS, pH 8.3
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Buffer de transferencia

e Contiene 0.032% de Na,COs3, 0.084% de NaHCO3, 20% de metanol, pH 9.8

Buffer TBST
e Contiene 0.24 % de Tris Base, 0.8% de NaCl y 0.1 % de Tween-20, pH 7.5

Construccion del plasmido pMP_otsBA

Con el propdsito de clonar la regién regulatoria del operdn otsBA, se extrajo el
DNA cromosémico de A. baumannii ATCC17978 y se amplificd por PCR el fragmento del
promotor que regula la expresidon del operdn otsBA con un tamaiio de 459 pb. Para ello,
se utilizaron los oligos abot sp1 de 34 bases, que contiene un sitio de reconocimiento para
la enzima de restriccién Pstl y abot sp2 de 29 bases con un sitio de restriccidon para la
enzima EcoRl (la secuencia de oligos se muestra en la tabla 1). Se purificé el fragmento de
PCR mediante un gel de agarosa, se clond en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) como
intermediario para después clonarlo en el vector pMP220 %. g plasmido pMP220 lleva la
region codificadora rio arriba del gen lacZ el cual codifica para la enzima ([-galactosidasa),
sin embargo, carece de una regién promotora y por ello al introducirlo a una cepa
bacteriana se detecta un nivel muy bajo de actividad enzimatica. La clonacién del
promotor otsBA rio arriba de lacZ en el plasmido pMP_otsBA permitié medir la actividad
del promotor otsBA en diferentes condiciones de estrés por medio de la determinacion de

las actividades enzimaticas de la 3-gal.
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Tabla 1.0ligonucleétidos

Nombre Secuencia
Abot spl 5'-CACTGCAGTCATTGGGTGTAACAAAATATGTATC-3' Pstl
Abot sp2 5'-CGGAATTCCCCAACCTGTAATCAATAAAASZ'- EcoR1

Condiciones de crecimiento

A. baumannii se cultivd en medio LB o YPD a 30°C. La cepa de A. baumannii
ATCC17978 transformada con el pldsmido pMP_otsBA, se crecid en medio LB o YPD

suplementado con Tetraciclina a una concentraciéon de 10 pg/ml.

Para iniciar los experimentos, la cepa de A. baumannii que lleva el plasmido
pMP_otsBA se sembrd en una caja de medio LB con tetraciclina (Tc) y X-gal. El X-gal es un
sustrato de la enzima B-galactosidasa; al encontrarse presente esta enzima, el X-gal es
hidrolizado y se obtiene una coloracidn azul en las colonias de bacterias. Después de 24 h
de incubacidn, fue seleccionada una colonia de color azul marino y fue cultivada toda la

noche en 10 mL de medio YPD Tc a 30°Cy 250 rpm.

Estrés por Etanol

Se inocularon dos matraces de medio YPD Tc con 150 uL del cultivo de toda la
noche de la cepa de A. baumannii que lleva pMP_otsBA. Los cultivos fueron incubados a
30°C a 250 rpm. Al alcanzar la fase exponencial (aprox DOgyo de 1.2), uno de los cultivos
fue adicionado con etanol (concentracién final, 3%), y se prosiguidé con la incubacion,

tomando muestras a los tiempos 0’, 25’, 45’, 75'y 125', las cuales fueron utilizadas para
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medir la densidad oOptica (DOgqo) Yy determinar las actividades enzimaticas. El ensayo se

realizé por duplicado y fue repetido en medio LB Tc bajo las mismas condiciones.

Estrés osmatico por NaCl

Se inocularon dos matraces de medio YPD Tc con 150 uL del cultivo de toda la
noche de A. baumannii que lleva el plasmido pMP_otsBA. Los cultivos fueron incubados a
30°C a 250 rpm. Al llegar a la fase exponencial, a uno de los dos matraces se le agregé YPD
con NaCl al 25% hasta alcanzar una concentraciéon final de 2.5% ; se prosiguid la
incubacién tomando muestras a los tiempos 0°, 25, 45, 75'y 125' las cuales fueron

utilizadas para medir la densidad dptica (DOgg) Y las actividades enzimaticas.

Estrés oxidativo por peroxido de hidrégeno

Se inocularon tres matraces de medio YPD Tc con 150 pL del cultivo de toda la
noche de A. baumannii con el plasmido pMP_otsBA. Los matraces fueron incubados a
30°C a 250 rpm. Al alcanzar la fase exponencial, a dos matraces se les agregd perdxido de
hidrégeno (H,0;) para alcanzar las concentraciones de 5mM y 10mM. Posteriormente, se
incubaron durante 30’ a 30°C y 250 rpm, después se midieron las densidades dpticas, se
tomaron muestras de 1 mL, que fueron utilizadas para realizar las actividades enzimaticas
y ademas se hicieron diluciones de 10" a 10°® de cada una de las concentraciones de H,0,;
las diluciones fueron plaqueadas en cajas de LB. Las diluciones 10° y 10, se incubaron a

37°C para determinar cuentas viables.
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Extraccion de la enzima de B-galactosidasa

Se tomaron 0.5 mL de las muestras obtenidos a los diferentes tiempos después del
estimulo y se les agregd 0.5 mL de buffer Z, 2 gotas de cloroformo y una gota de SDS al

0.1%, fueron mezclados vigorosamente (vortex) y puestos en hielo.

Ensayo de la actividad enzimatica B-galacosidasa

Para determinar la actividad de PB-galactosidasa colorimétrica, se utiliza el
compuesto orto-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG), que es un sustrato artificial e
incoloro de la enzima, el cual al ser hidrolizado a ONP vira a un color amarillo, éste
cambio puede ser determinado con precisidon a una DOgyo.

A tubos de ensayo se les agregd 700 pL de buffer Z, 200 uL de ONPG (4mg/ml) y al
final 100 pL de la extraccidén descrita anteriormente. Las reacciones fueron incubadas a
37°C durante 10 y 15 minutos, pasado este tiempo la reaccién fue detenida con 500 uL de
Na,CO;3 (10.6%). La absorbancia de las muestras fue determinada a una DOg40nm. Se utilizod
la siguiente formula con los valores obtenidos para determinar la actividad enzimatica en

unidades Miller.

t =tiempo
F= factor de dilucién

1000 * DO600NnM
Fxt+D0420nm
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Inmunoidentificacion de proteinas carboniladas

Para determinar si habia proteinas oxidadas por el estimulo de etanol, se realiz6 el
siguiente protocolo.

Se crecieron tres cultivos de A. baumannii en medio YPD, inoculados con 150uL de
un cultivo de toda la noche, al llegar estos a la fase exponencial a cada uno se le dio un
tratamiento diferente: con etanol, perdoxido de hidrégeno como control positivo y sin
estimulo como control negativo. Se tomaron muestras de 1.5 mL a los tiempos 0’ y 20/,
éstas fueron centrifugadas y los paquetes celulares lavados una vez con TE 10 mM,
resuspendidos en 200 pL de esta misma solucion, para después sonicar, centrifugar y
cuantificar la proteina por el método de Bradford.

Se utilizo el kit OxyBlot de la compafia Millipore, el cual tiene como funcién
detectar grupos carbonilos en las cadenas laterales de las proteinas que hayan sido
producidos por reacciones de oxidacion. Los grupos carbonilo son derivatizados a 2, 4-
dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona) por la 2, 4- dinitrofelnilhidrazina (DNHP). Las
proteinas derivatizadas son separadas mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida y transferidas a una membrana de nitrocelulosa para ser incubadas con el
anticuerpo primario de conejo anti-DNP y después con el anticuerpo secundario dirigido
contra la cadena pesada del anticuerpo primario. En este caso, el anticuerpo secundario
se encuentra acoplado a la peroxidasa de rdbano. La membrana es tratada con reactivos
quimioluminiscentes (luminol y un amplificador). En esta incubacion, el luminol es oxidado
mediante la accidn de la peroxidasa y convertido a una forma inestable (3-aminophthalato

activado) que emite luz al decaer los electrones.

Se tomd la cantidad suficiente de muestra para tener 4.3ug de proteina, se le
agregaron 5uL de SDS 12%, 10ul de DNHP 1x y se incub6 a 15 min, posteriormente se
afadieron 7.5ulL de solucion neutralizante (se observé un cambio de color de amarillo a

naranja-rosado) y 3ulL de buffer de carga 2x.
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Se preparé un gel de acrilamida al 12%, donde se cargaron y separaron 21 pL de las
muestras derivatizadas, seis en total, mds un marcador de peso molecular.

Se puso a transferir del gel de acrilamida a una membrana de nitrocelulosa durante
1h, después la membrana fue bloqueada con TBST 5% de leche durante toda la noche en
agitacién constante a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se realizaron tres lavados a
la membrana, cada uno de 10 minutos con 10ml de TBST, luego en el mismo volumen de
TBST se hizo una dilucién para que el anticuerpo primario quedara 1:150 (66 uL) y se dejé
incubando por 2 h; se volvié a lavar como ya se mencioné y se adiciond el anticuerpo
secundario 1:300 (33 pL) durante 2 h y nuevamente se lavo.

Se agregaron 0.5ml de la soluciéon By 0.5 ml de la soluciéon A del kit sobre la
membrana que fue colocada entre dos acetatos, 5 min después se expuso a un papel

fotografico a diferentes tiempos 5 min, 15 min y 30 min, para después ser revelado.
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Resultados y Discusion.

Cinética de crecimiento de la cepa silvestre de A. baumannii en presencia de etanol.

Para observar si existia alglin defecto en el crecimiento de A. baumannii en
presencia de etanol al 3%, se crecid la cepa silvestre en medio YPD o LB hasta la fase
exponencial. Al alcanzar una DOggg de 1.5, se afiadié etanol al 3%. En paralelo, un cultivo
similar al anterior, fue incubado sin etanol. Se procedié a tomar muestras de los cultivos a
diferentes tiempos a partir del estimulo y se determind la D.O.gq0.

Se observo que el etanol al 3% ejerce un efecto negativo sobre el crecimiento (Fig.
5y 6). En particular, en el medio YPD se observa una ligera reducciéon en la D.O. gpp,a los 75
min después de haber afiadido el etanol. Dicha reduccién se vuelve mas aparente al min.
120 (Fig. 5).

En el caso de los cultivos en medio LB, se observd una ligera disminucién de la
D.0.60025 min después de haber afadido el etanol. Como se puede observar en la figura 2,
dicha diferencia, con respecto al cultivo sin etanol, se mantiene durante el resto del
ensayo.

A partir de estos resultados, podemos suponer que la reduccion en el crecimiento
provocada por el etanol al 3%, puede estar dada por un desvio en la energia de las células
para tratar de contender con el efecto del etanol al 3%, o también a que las células fueron
lisadas por el alcohol. Sin embargo, a los tiempos 25 y 45 min, en medio YPD, no parece
haber diferencias significativas entre los cultivos incubados sin y con etanol. Es factible
gue la respuesta celular para contender ante este estrés sea lo suficientemente robusta
para no afectar el crecimiento en medio YPD a estos tiempos.

Cabe mencionar que también se llevé a cabo la determinacién de la cuenta viable
de los cultivos. Sin embargo, no fue posible estandarizar la cuenta viable en ausencia de
etanol. Hemos atribuido este resultado a la facilidad con la cual las células de A.
baumannii suelen aglutinarse o agruparse (tal y como se observa en la Fig. 1 de la seccién

de introduccion).
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Cinética de crecimiento en YPD
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Fig. 5. Cinética de crecimiento de A. baumannii en presencia (cuadrados) o ausencia (rombos) de etanol (3%)

en medio YPD.
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Fig. 6. Cinética de crecimiento de A. baumannii en presencia (cuadrados) o ausencia (rombos) de etanol (3%)

en medio LB.
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Como fue mencionado en la introduccion, en un estudio en el que se caracterizé el
perfil transcripcional de A. baumannii en presencia de etanol se observé la induccién de
los genes otsBA en respuesta a la presencia de etanol al 3% durante 20 min (datos no
publicados). Con el fin de confirmar los resultados de dicho experimento pero utilizando
una metodologia alternativa, se procedid a fusionar la regién regulatoria del operén otsBA
rio arriba del gen reportero lacZ.

Los genes otsBA en el genoma de A. baumannii probablemente forman un operén
ya que el codén de paro de otsB se localiza 13 nucleétidos dentro del marco de lectura
correspondiente a otsA. Por esta razén consideramos que la regién rio arriba de otsB debe
de contener el promotor correspondiente al operdn.

Se procedid entonces a clonar la regidn ubicada rio arriba de otsB, en el plasmido
pMP220. En este plasmido es posible llevar a cabo fusiones transcripcionales con el gen
lacZ, ya que la secuencia de lacZ presente en el pldsmido carece de sefiales de inicio de la

transcripcion.

Construccion del plasmido pMP_otsBA

Con el propdsito de clonar la regién regulatoria del operdn otsBA se extrajo el DNA
cromosomal de A. baumannii ATCC17978 y se amplificd por PCR la region rio arriba del
marco de lectura abierto de otsB. Se utilizaron los oligonucledtidos abot spl que contiene
un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccidn Pstl y abot sp2 con un sitio de
restriccion para la enzima EcoRI (ver Material y métodos para detalles adicionales). Abot
spl reconoce la secuencia nucleotidica localizada 65 pb rio abajo de la metionina
iniciadora de OtsB, mientras que abot sp2 reconoce una secuencia localizada 394 pb rio
arriba. El producto de la reaccion de amplificacién (459 pb), se purificé y fue clonado en el
vector pCR2.1-TOPO como intermediario para después clonarlo en el vector pMP220 (Fig.

7).
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Operon otsBA
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Fig. 7. Clonacion de la regidn regulatoria de operdn otsBA en el plasmido pMP220.
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Expresion de la fusidn transcripcional otsBp-lacZ en presencia de etanol.

Con el fin de determinar si el etanol al 3% era capaz de inducir la actividad en el
promotor presente en el plasmido pMP_otsBA, se procedid a transformar la cepa
silvestre de A. baumannii con el plasmido pMP_otsBA. Se selecciond una colonia
resistente a Tc, la cual mostré una coloracién azul en presencia de X-gal. Esta cepa fue
utilizada para determinar la cantidad de [-galactosidasa producida en presencia y en
ausencia de etanol al 3%.

En la figura 8, se muestran las actividades de [-galactosidasa obtenidas a partir de
cultivos crecidos a diferentes tiempos después de afiadir etanol al 3%. Se puede observar
que en presencia de etanol, la actividad de 3-galactosidasa aumenta desde el minuto 25 al
compararla con la actividad presente en las células sin etanol, el aumento varia
dependiendo del tiempo, siendo de un 92% a los 25min, 117% a los 45 miny 78% a los 75
min. Con base a estos resultados, podemos concluir que si existe un aumento en la
actividad del promotor otsBA debido al estimulo por etanol al 3%. No obstante también se
observa que la actividad de B-galactosidasa también aumenta con el tiempo, en los
cultivos que no contienen etanol aunque en menor medida. A partir de este resultado
podemos inferir que la expresién del operdn otsBA ocurre constantemente durante el
crecimiento de A. baumannii y se ve fuertemente incrementada por la presencia de etanol
al 3%.

En el caso del medio LB, se observd que en presencia de etanol, la actividad de (-
galactosidasa presentd aumento de un 25% a partir de los 25 min de incubacién en
presencia del estimulo y en la actividad del promotor de otsBA, este se hizo mas marcado

a los tiempos 45 min con un aumento del 49% y 75 min con un 67% (Fig. 9).
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Actividad enzimatica B-gal en medio YPD
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Fig. 8. Actividad de [3-galactosidasa de la cepa A. baumannii/pMP_otsBA, crecida en medio YPD en ausencia

(azul) o presencia (rojo) de etanol al 3%. El etanol fue afiadido al tiempo 0, y se tomaron muestras a los

tiempos indicados en el figura.
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Fig. 9. Actividad de B-galactosidasa de la cepa A. baumannii/pMP_otsBA, crecida en medio LB en ausencia

(azul) o presencia (rojo) de etanol al 3%. El etanol fue afiadido al tiempo 0, y se tomaron muestras a los

tiempos indicados en el figura.
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Parece no haber una relacién entre la expresion del operon otsBA en presencia de etanol
y la composicién del medio de cultivo como se muestra en la fig. 10, descartando asi la
posibilidad de que en medio YPD el cual contiene dextrosa, esta ultima se utilice como

sustrato para la sintesis de trehalosa.

Actividad enzimatica B-gal en YPD y LB
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Fig. 10. Actividad de [B-galactosidasa de la cepa A. baumannii/pMP_otsBA, crecida en medio LB en
presencia de etanol (azul) y ausencia (verde) y en medio YPD en presencia de etanol (rojo) y ausencia

(morado). Comparativa de las actividades enzimaticas en ambos medios de cultivo tomando solo tiempos

con desviaciones estandar significativas.

Expresion de la fusion transcripcional otsBp-lacZ en presencia de NaCl.

Ha sido reportado que durante el estrés osmotico y durante la fase estacionaria de
crecimiento ocurre la sintesis de trehalosa®”. Nos planteamos determinar si en A.
baumannii, la exposicidon a 2.5% NaCl promueve la expresion del operdn otsBA.

Para observar si existia alguna diferencia en el crecimiento del cultivo provocada
por la inclusién de NaCl al 2.5%, tomamos muestras del cultivo a diferentes tiempos a
partir del estimulo y medimos la D.O.gq0. (Fig. 11). Se encontrd que a partir de los 75 min

post estimulo existe un ligero decremento en el crecimiento del cultivo con NaCl al 2.5%
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(Fig. 11). Al igual que en el caso de los experimentos realizados en presencia de etanol,
esta reduccién en el crecimiento podria deberse a un desvio de la energia de las células
para tratar de contrarrestar el efecto del NaCl 2.5%. Sin embargo, dadas las desviaciones

estandar, las diferencias no son significativas, y que la presencia del NaCl no afecta el

crecimiento.

Cinética de crecimiento en medio YPD

>
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== NaCl| 2.5%
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a 20 40 a0 g0 100 120 140

Tiempo (minutos)

Fig. 11. Cinética de crecimiento de A. baumannii en ausencia (rombos) y presencia (cuadros) de NaCl 2.5%,

en medio YPD.
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Se procedié a determinar la actividad de [-galactosidasa de la cepa de A.
baumannii que lleva el plasmido pMP_otsBA, en ausencia y en presencia de NaCl. Como se
puede observar en la figura 12, la presencia de NaCl provocé un moderado incremento en
la cantidad de [-galactosidasa de un 60% a los 25 min, 74% a los 45 min y 63% a los
75min.Este resultado sugiere que el estrés osmotico también contribuye a estimular la

transcripcion del operdn otsBA.

Actividad enzimatica B-gal en medio YPD
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Fig. 12. Actividad enzimatica de -galactosidasa en ausencia (azul) y en presencia (rojo) de NaCl 2.5%, en

medio YPD.
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Sin duda alguna se observé que el etanol al 3% incrementa los niveles de actividad
en el promotor otsBA pero la pregunta: ¢A qué tipo de estrés se debe éste incremento?,
puede contestarse de varias formas. Una posibilidad es que este compuesto podria actuar
como un osmolito que al desequilibrar la concentraciéon del medio extracelular provoque
un flujo de agua del interior hacia el exterior de la célula por 6smosis; por eso realizamos
un experimento donde utilizamos NaCl al 2.5% para provocar un estrés osmotico y ver si
este tipo de estrés era capaz de inducir la actividad del promotor otsBA. Los resultados de
las pruebas de estrés osmoético por NaCl 2.5% muestran que, al igual que en el caso del
etanol, existe un incremento en la actividad del promotor otsBA, esto significa que la
hipodtesis acerca del etanol actuando como osmolito pudiera ser correcta ya que también
el NaCl 2.5% es capaz de promover la actividad de éste promotor aunque en menor
medida que el etanol.

Otra explicacion de por qué el etanol al 3% induce la actividad del promotor otsBA
podria deberse a que el grupo alcohol genera radicales libres en la célula poniéndola ante
un estrés de tipo oxidativo.Esta hipdtesis explicaria también el por qué el gen que codifica
para la catalasa es otro de los genes que incrementan su transcripcion con etanol al 3%
(resultados del laboratorio no publicados). Con el fin de evaluar esta posibilidad, se realizé
un experimento con peréxido de hidréogeno en dos concentraciones y se evalué la
actividad del promotor otsBA utilizando el plasmido pMP_otsBA.

En las pruebas realizadas con peroxido de hidrogeno con diferentes
concentraciones (5 y 10 mM durante 20 min), se encontré que no hubo un incremento en
la actividad debida al promotor otsBA en comparacién con el control (Fig. 13), esto podria
deberse a que la concentracion del perdxido no fue lo suficientemente alta como para
poder provocar un estrés oxidativo, o a que el tiempo en el cual se tomd la muestra no fue
el adecuado, ya que el efecto del perdxido pudo haber sido inmediato y posteriormente
pudo haber disminuido la intensidad de la respuesta (asumiendo que la respuesta ante el

estimulo presenta un punto maximo a partir del cual disminuye).
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Fig. 13. Actividad de B-galactosidasa de la cepa A. baumannii/pMP_otsBA, en ausencia o presencia de 5y 10

mM perdxido de hidrégeno.

Para descartar la posibilidad de que las células se estuvieran lisando por efecto del
perdxido de hidrogeno, se llevd a cabo la determinacién del nimero de células viables
después de 20 min de exposicién al perdxido de hidrégeno. En las cajas sembradas se
hallé que el nimero de colonias por tratamiento era muy similar entre 0 y 5 mM (tabla 2),
lo que ayudd a descartar la hipdtesis de que en presencia de perdxido de hidrégeno el
promotor otsBA si pudiera ser inducido, pero que dado el nimero de células lisadas por el

estimulo, este efecto no fuera detectable.

Concentracién de H,0, | ufc/mL

Tabla.2 Cuentas viables en
diferentes concentraciones de | Sjn H,0, 5.16x10°%
perdxido de hidrégeno.

5mM H,0, 4.56x10°
10 mM H,0, 2.6x10’
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Inmunodeteccion de la proteina carbonilada

A pesar de que los resultados anteriores indican que el peréxido de hidrégeno no
induce la expresion del operdn otsBA, aun es posible que el etanol al 3% induzca otro tipo
de estrés oxidativo, que por un lado incremente la sintesis de la catalasa y por el otro la
sintesis de la trahalosa. Con el fin de explorar esta posibilidad, se llevé a cabo un ensayo
de Western blot, para determinar la presencia de proteinas carboniladas generadas por
etanol al 3% durante 25 min.

En la inmunodeteccidn realizada con el kit OxyBlot de la compania Millipore,
encontramos que en presencia de etanol al 3%, es posible detectar proteinas de alto peso
molecular que reaccionaron con los anticuerpos (Fig. 14), esto quiere decir que el etanol si
es capaz de provocar la acumulacién de proteinas carboniladas, en contraste con el
perdxido de hidrégeno, en donde no se observa una reaccién con el anticuerpo y esto
puede ser por lo previamente explicado de que es necesario una mayor dosis de perdxido

de hidréogeno o el tiempo al cual se tomd la muestra, las proteinas carboniladas ya se

encontraban degradadas.

— [=]
S =
s £
ae )
s F
g O

sControl sin estimulo

*Etanol 3%

0'

*Peroxido de hidrégeno 10 mM

Control 20’
Etanol 25’
Peroxido 0’
Perdxido 25’

Etanol

Fig. 14. Western blot utilizando
anticuerpos que detectan
proteinas  carboniladas. Las
diferentes muestras probadas se
indican en la parte superior del

gel. Se observan algunas

proteinas de alto peso molecular que corresponden al carril donde fue cargada la muestra con el estimulo

de etanol tras haber transcurrido 25 min.
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A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, podemos postular que el
etanol al 3% provoca la induccién del operén otsBA debido al estrés osmoético y oxidativo
gue este metabolito genera.

En articulos previamente citados en la introduccidn, se menciona que la sintesis de
trehalosa también es inducida mediante el estrés por desecacion y el estrés térmico. En
este sentido, el alcohol como agente quimico desnaturaliza proteinas y deshidrata a las
células, entrando en ellas y desplazando el agua, haciendo imposible para estas continuar
con su metabolismo. Asimismo, en muchos de los casos en que se ha reportado un
aumento en la sintesis de trehalosa, ésta se relaciona con la falta de agua, ya sea en el
estrés osmotico donde ésta sale de la célula para tratar de equilibrar la concentracion de
un medio extracelular saturado, estrés por desecacidn donde no hay agua, o durante el
estrés térmico, por altas temperaturas donde el agua puede evaporarse o a bajas
temperaturas donde ésta se cristaliza y deja de encontrarse biodisponible para que las
células la utilicen. En conjunto, estos hechos parecen apuntar a que la induccion de los

genes otsBA ocurre cuando la célula percibe escasez de agua.
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Conclusiones

El etanol al 3% incrementa la actividad del promotor de los genes otsBA
El NaCl al 2.5 % incrementa la actividad del promotor de los genes ostBA

El etanol al 3% parece provocar la acumulacién de proteinas carboniladas

Perspectivas

Determinar la cantidad intracelular de las proteinas trehalosa 6-fosfato sintetasa vy
trehalosa 6-fosfato fosfatasa presente en las diferentes condiciones de estrés aqui
tratadas.

Determinar la cantidad de trehalosa intracelular presente para las diferentes condiciones

de estrés aqui tratadas.
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