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. Resumen

OmpS2 de Salmonella enterica serovar Typhi es una proteina de membrana externa que
pertenece al grupo de las porinas, con la caracteristica de que su expresion es baja
cuando se ocupan las condiciones normales de laboratorio. Se ha demostrado que
OmpS2, esta relacionada con los procesos de virulencia y de citotoxicidad reportados en
una infecciéon por Salmonella e nterica [Rodriguez-Morales et a I, 2006], ademas se
demostrd que es un antigeno que induce respuesta inmunitaria en el huésped frente a

una infeccion por Salmonella enterica [Moreno-Eutimio et al, 2013].

En este trabajo se describe la generacion de una cepa de Salmonella enterica serovar
Typhi a la que se le elimind el gen /rp, para realizar estudios de regulacion genética
sobre la expresion del gen ompS2, utilizandose las fusiones traduccionales -97-lacZ
(corta) y -413-lacZ (larga) de la region reguladora del gen ompS2, reportadas por
Ferndndez-Mora en el 2004. Se encontré que la actividad B-galactosidasa de ambas
fusiones ompS2-lacZ en la cepa carente del gen /rp, presentan un incremento de dos a
tres veces en comparacion a lo observado en la cepa silvestre. Posteriormente, se
demostrd que la proteina Lrp se une a dos sitios en la region reguladora del gen ompS?2
que va del -85 al -7, a) Primero en LRPI que va del -7 al -42 pb, secuencia que se
encuentra el promotor, ya que la unién de Lrp a esta region impide la union de la RNA
polimerasa y de esta manera inhibe la transcripcion del gen, b) Segundo en LRPII que
va del -53 al -85 pb, se une a una secuencia rio arriba del promotor, Lrp al unirse a esta
region intensificara el efecto inhibitorio de Lrp sobre el promotor ya que permitira la
formacion del octdmero y no permitira la unién y la subsecuente actividad de la RNA

polimerasa y de este modo evita la transcripcion.

Con estos resultados creemos que Lrp se une inicialmente a los sitios LRP-1'y LRP-11 de
forma especifica, union que genera que el DNA se curve, causando el reacomodo de los
arreglos estructurales de toda la region reguladora; dicha curvatura incrementaria la
afinidad de Lrp a secuencias no especificas cercanas, observandose un efecto de
cooperatividad, lo cual contribuiria a que el DNA envuelva a una molécula de Lrp en
estado multimérico; con el cual se inhibiria la transcripcion del gen ompS2. Para
terminar de comprender los mecanismos de regulacion de Lrp sobre el gen ompS2, es

necesario realizar mas experimentos complementarios.



I1. Introduccion

11.1. Generalidades del género Salmonella

Salmonella es un género de bacterias, que pertenece a la clase de las y-Proteobacteria,
orden Enterobacteriales y a la familia Enterobacteriaceae [Garrity et al, 2001]. En la
actualidad, este género agrupa dos especies que son; Salmonella bongori y Salmonella
enterica y a SU vez, la especie Salmonella enterica Se divide en seis subespecies, que
son; enterica (1), salamae (W), arizonae (Il @), diarizonae (11l b), houtenae (IV) e
indica (V1). Es importante recalcar que en la subespecie enterica (1) se encuentran los
serotipos con importancia clinica, tanto para humanos como para animales de
produccidn. Los serotipos del género Salmonella han sido clasificados de acuerdo al
esquema de serotipificacion generado por Kauffmann-White, en el que se consideran los
antigenos: capsular (Vi), flagelar (H) y somatico “O” [Brenner et al/, 2000; Calva and
Calva, 2009; Crosa et al, 1973; Faucher, et al, 2005; Reeves et al, 1989 y Scherer and
Miller, 2001].

El géenero Salmonella puede causar diversos cuadros clinicos en el ser humano, como
son: enteritis infecciosa, fiebre entérica u otras infecciones sistémicas con focos extra
intestinales, por ejemplo: neumonia, meningitis, artritis, infeccion en vias urinarias, piel
y tejido celular subcutaneo. Tal diversidad de cuadros clinicos depende del serotipo
infectante. Las serovariantes del género Salmonella que presentan resistencia a mas de
un antibidtico, estan asociadas con un incremento del riesgo de desarrollo de un cuadro

invasivo o hasta la muerte [Braunwald et al, 2002; Ohl et al, 2001 y Wilson et al, 2002].

11.2. El género Salmonella y su importancia bioldgica

El género Salmonella ha sido ampliamente estudiado y la Salmonella enterica serovar
Typhimurium, al producir en el raton una infeccidn parecida a la causada por Typhi
(Salmonella Typhi) en humanos, es el serovar que con mayor frecuencia se ha utilizado
como modelo para estudiar los mecanismos moleculares con los cuales Salmonella
produce la infeccion. Entre las lineas de investigacion méas importantes estan las

siguientes:



Estudios epidemioldgicos; realizados por Zaidi y colaboradores en los cuales se
determind la resistencia a antimicrobianos y la prevalencia del género

Salmonella en humanos, animales y alimentos [Zaidi ez a/, 2006, 2007 y 2008].

Estudios genéticos; con estos estudios se determino la secuencia completa de los
genomas de Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 [McClelland et al,
2001] y Salmonella enterica serovar Typhi, tanto CT18 [Parkhill et a/, 2001]
como TY2 [Deng et al, 2003]. Hasta la fecha se han secuenciado 19 genomas de

la subespecie Salmonella enterica y estan en proceso de ser secuenciados otros.

Estudios inmunoldgicos; realizados para valorar los mecanismos moleculares
con los cuales el sistema inmune del huésped hace frente a la infeccion por
Salmonella [Mittricker et al, 2000], como los realizados por Moreno-Eutimio en
el 2013, por Secundino en el 2005 y por Verdugo-Rodriguez en 1993, que los
tres sirvieron para valorar la respuesta inmunologica desarrollada por el huésped
contra las porinas de Sa/monella [Moreno-Eutimio et al, 2013; Secundino et al,
2005 y Verdugo-Rodriguez et al, 1993].

Estudios de regulacion genética de los factores de virulencia; con estos estudios
se analizo la relacion de las porinas con la virulencia de Salmonella, como el
realizado por Rodriguez-Morales en el 2006, en donde se demostré que la doble
mutante en ompSI y ompS2 presenta una importante atenuacion de la virulencia
de Salmonella Typhimurium en el raton [Rodriguez-Morales et a /, 2006],
también existen otros estudios que analizaron los factores de virulencia [Atlung
e Ingner, 1997; Baek et al, 2009; Kim et a/, 2003; Lucchini etal, 2006 y
Navarre et al, 2006].

Estudios de regulacion genética de otros sistemas, con estos estudios se han
analizado la regulacion de: sistemas de dos componentes [De la Cruz y Calva,
2010; Fernandez-Mora et al, 1995 y 2004; Flores-Valdez et al, 2003; Martinez-
Flores et al, 1999 y Oropeza et al, 1999], vias metabdlicas [Kim et al, 2003],
sistemas de respuesta contra el estrés [Fernandez-Mora et al, 1995 y 2004; Lee
et al, 2007 y Oropeza et al, 1999], islas de patogenicidad [Haraga et a/, 2008 y
Ohl et al, 2001].



11.3. Salmonella enterica serovar Typhi

Salmonella Typhi es el agente causal de la fiebre entérica, también referida como
tifoidea, que es una infeccion sistémica, que se encuentra mundialmente diseminada,
siendo endémica en paises que presentan sobrepoblacion, servicios béasicos de salud
deficientes, servicios inadecuados de eliminacion de desechos y deficiencias en el
tratamiento y distribucion de agua potable. Por lo que se ha estimado que su incidencia
varia entre 13 y 17 millones de casos en todo el mundo y que es causa de unas 600 000
muertes anuales. La fiebre entérica puede afectar a cualquier sexo y a cualquier edad,
aungue en areas endémicas afecta principalmente a nifios y adultos jovenes [Braunwald
et al, 2002; Crump et al, 2004 y Wilson et al, 2002].

Para producir infeccion por Salmonella Typhi, se requiere de una dosis infectiva que
varfa de 1 x 10 a 1 x 108 bacterias por inculo y de un periodo de incubacion que varia
de 3 a 21 dias posteriores al consumo de agua o alimentos contaminados con heces
fecales de individuos enfermos en fase aguda o crénica de la enfermedad. Las bacterias
Ilegan al estbmago en donde, al resistir el efecto del acido clorhidrico, pasan al intestino
delgado y cruzan la capa mucosa a través de las células M de la placa de Peyer. A este
nivel Salmonella Typhi es fagocitada por los macréfagos, lugar en donde sobreviven y
se diseminan a todo el sistema reticuloendotelial. La lesion histologica clasica de la
fiebre entérica es un infiltrado de células mononucleares e hipertrofia del sistema
reticuloendotelial, que incluye las placas intestinales de Peyer, nodulos linfaticos
mesentéricos, bazo, higado y médula 6sea. Los signos y sintomas de la fiebre entérica
son: fiebre, malestar general, cefalea, mialgias, salpullido generalizado,
hepatoesplenomegalia, dolor abdominal tipo cdélico y diarrea no inflamatoria o
estrefiimiento [Braunwald et al, 2002; Haraga et al, 2008; Ohl et al, 2001 y Wilson et
al, 2002].

11.4. Membrana externa de las bacterias Gram negativas.

Las bacterias del género Salmonella, como el resto de las gram negativas, se encuentran
envueltas por dos membranas lipidicas, las cuales son denominadas como membrana
externa e interna que forman una barrera semipermeable con las siguientes funciones:

a) proteger a la bacteria de su medio ambiente hostil; b) intercambiar material y
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estimulos con su medio ambiente [Buechner ef al, 1990; Delcour et al, 2009; Jap et al,
1996; Koebnik et al, 2000; Nikaido y Vara, 1985 y Nikaido, 2003].

Cada membrana se encuentra conformada por una composicion variada de:

a)

b)

Lipidos.- la membrana interna y la capa interna de la membrana externa estan
compuestas exclusivamente por fosfolipidos (80% de fosfatidiletanolamina,
15% de fosfatidilglicerol y 5% de cardiolipina) distribuidos equitativamente
entre las capas, esto difiere de lo encontrado en la capa externa de la membrana
externa, que esta compuesta Unicamente por lipopolisacaridos [Buechner et al,
1990; Delcour et al, 2009; Jap et al, 1996; Koebnik ef a/, 2000 y Nikaido y
Vara, 1985].

Proteinas.- aproximadamente el 50% de la masa molecular de ambas membranas
estdn compuestas de diferentes tipos de proteinas, las cuales desempefian
diversas funciones. En la membrana interna se presentan proteinas estructurales,
que estan conformadas por cadenas a-hélice, mientras que la membrana externa
presenta lipoproteinas, proteinas de membrana externa y por Gltimo estan las
proteinas formadoras de canal o porinas, las cuales presentan una estructura
intramembrana en barril B [Buechner et al, 1990; Delcour et al, 2009; Koebnik
et al, 2000; Nikaido y Vara, 1985; Nikaido, 2003 y Santiviago et a/, 2003].

11.5. Proteinas de membrana externa: porinas

Las porinas forman poros de difusion general que permiten el paso de moléculas

hidrofilicas menores a 600 daltons. Algunas porinas presentan un grado bajo de

selectividad a sustrato (cationes y aniones), mientras que otras presentan un alto grado

de selectividad, como LamB y Tsx (maltodextrina y nucleétidos respectivamente). Las

porinas estan compuestas por homotrimeros y cada monomero esta empotrado en la

membrana con la forma de un barril B, el cual contiene un nimero de hojas que varian

entre 8 y 22 y con una media de 16 por monémero [Delcour et al, 2009; Jap et al, 2006;
Koebnik et al, 2000 y Nikaido, 2003].



La comparacion de las secuencias de los miembros de las porinas, muestra que en las
hojas B se encuentran aminoécidos conservados y que las regiones expuestas presentan
una elevada variabilidad, no solo a nivel de secuencia sino también en longitud [Jap et
al, 2006; Koebnik et al, 2000 y Nikaido, 2003].

11.6. Regulacion de las porinas

Hay una gran cantidad de estudios y que continuamente se acrecenta, analizando la
regulacién transcripcional de los genes que codifican para las porinas, permitiéndonos
conocer los factores transcripcionales que regulan positiva o negativamente a las

porinas y cuales son los estimulos que las regulan [De la Cruz y Calva, 2010].

El primer regulador en ser estudiado fue OmpR, considerado como el regulador maestro
de la expresion de diferentes porinas y en la actualidad se conoce una multiple variedad

de porinas y de sus reguladores [De la Cruz y Calva, 2010].

A continuacion se presentan los reguladores transcripcionales que regulan la expresion

de las diferentes porinas [De la Cruz y Calva, 2010]:

e Porina ompC de Escherichia coli. Las proteinas que la regulan de forma directa
son: OmpR (de igual forma se realizo el analisis en Salmonella Typhi), CpxR,
Lrp, IHF, H-NS y de forma indirecta: CRP, CadC (solamente se analiz6 en
Salmonella Typhimurium). Los SRNA que regulan su transcrito son; micC, ipeX
y rseX.

e Porina ompF de Escherichia coli. Los reguladores que actian de forma directa
son; OmpR (de igual forma se analiz6 en Salmonella Typhi), CpxR, H-NS, IHF,
NsrR y de forma indirecta CRP, CadC (solamente se analizd en Salmonella
Typhimurium), Lrp, Rob, MarA y SoxS. Los sRNA que regulan su transcrito
son; mickF e ipeX.

e Porina ompA de Escherichia coli. Los reguladores que actian de forma
indirecta son; CRP y PhoB (solo se analiz6 en Vibrio cholerae). Y 1os SRNA que

regulan su transcrito son; micA y rseX.



Porina ompS1 de Salmonella Typhi. Los reguladores que actuan de forma
directa son; OmpR, H-NS, StpA y LeuO.

Porina ompS2 de Salmonella Typhi. Los reguladores que actuan de forma
directa son; OmpR, H-NS y LeuO.

Porina phoE de Escherichia coli. PhoB es la proteina que la regula de forma
directa.

Porina ompX de Salmonella Typhi. Los reguladores que actuan de forma
directa son LeuO y OmpR (solo se analizd en Enterobacter ae rogenes) y de
forma indirecta CRP. Y cyaR es el SRNA que regula su transcrito.

Porina ompW. El regulador que actia de forma directa es SoxS (solo se analizd
en Salmonella Typhimurium) y de forma indirecta es ToxR (solo se analiz6 en
Vibrio cholerae).

Porina ompD de Salmonella Typhimurium. Los reguladores que actdan de

forma directa son CRP y Fnr. invR es el SRNA que regulan su transcrito.

Porinas ompU y ompT de V. cholerae. El regulador que actta de forma directa
es ToxR y de forma indirecta PhoB.

Porinas ompH y ompL de Photobacterium. El regulador que actia de forma
directa es ToxR. Ver figura 1. [De la Cruz y Calva, 2010]



Figura 1. La compleja regulacion genética de las porinas. Se ilustra la variedad tanto de reguladores citoplasmaticos como de

reguladores unidos a membrana interna y del repertorio de proteinas de membrana externa [De la Cruz y Calva, 2010].

11.7. OmpS2 de Salmonella Typhi y su region reguladora

La porina OmpS2 estd codificada por el gen ompS2. El marco abierto de lectura de
ompS2 es de 1152 pares de bases, codifica para una proteina estructural de 362
aminoacidos con un peso molecular de 40,043 daltones y un péptido lider de 21

aminoacidos [Ferndndez-Mora et al, 2004].

La region reguladora del gen ompS2, comprende un segmento de 491 pb que va de la
posicion -413 a la +78 pb. Se generaron fusiones traduccionales al gen lacZ, limitdndose
la longitud de la region reguladora en el extremo 57, resultando los siguientes
segmentos: -188, -145, -124, -97, -92, -85, -51 y -34 (Ver figura 2). Estas fusiones
fueron evaluadas en un fondo de Salmonella Typhi IMSS1, obteniéndose los siguientes
datos: un aumento de diez veces cuando se removian de la region reguladora los
primeros 316 pb (del -413 al -97) y una disminucién de cuatro veces cuando se

removian los siguientes 12 pb (del -97 al -85). Estos datos sugieren que la regién de




-413 al -97 pb esta involucrada en la regulacion negativa y una region desde el -97 al

-85 pb involucrada en la regulacién positiva [Fernandez-Mora et al, 2004].
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Figura 2. Fusiones traduccionales. La actividad del gen ompS2 depende tanto de la longitud de la region reguladora como de la
regulacion directa de los productos del operon ompB. La actividad B-galactosidasa especifica presentada por las fusiones
transcripcionales, los cuales contienen diferentes segmentos de la region reguladora que varian en su longitud en el extremo 5" y que
son constantes en su extremo 3". En las barras grises se muestra las actividades presentadas en la cepa Salmonella Typhi IMSS1

(silvestre) y en las barras negras la cepa isogenica Salmonella Typhi IMSS81 (dompB::Km). [Fernandez-Mora et al, 2004]

En el laboratorio se determind que las siguientes proteinas regulan al gen ompS2: a)
Sistema de dos componentes EnvZ-OmpR, b) LeuO, ¢) H-NS [Fernandez-Mora et al,

2004 y Datos aun no publicados].

11.8. El sistema de dos componentes EnvZ-OmpR regula el gen ompS2

El sistema de dos componentes EnvZ-OmpR en Enterobacterias, se encuentra
compuesto por EnvZ que es una proteina detectora de membrana interna (histidina
quinasa), con la funcién de modificar el estado de fosforilacion de OmpR (OmpR-P «
OmpR) que es una proteina reguladora de respuesta. OmpR presenta dos dominios; el
amino-terminal exhibe un sitio de fosforilacion (D55) y el carboxilo-terminal que posee
un dominio de union al DNA. EIl sistema regula los siguientes procesos: sintesis de
porinas, quimiotaxis y procesos de virulencia. Entre las sefiales ambientales que activan
el sistema estdn pH, osmolaridad, temperatura, nutrientes y toxinas. Un medio de
cultivo con elevada osmolaridad incrementara la cantidad de OmpR-P, observandose el

efecto contrario en un medio con baja osmolaridad [De la Cruz y Calva, 2010 y
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Fernandez-Mora et al, 1995 y 2004]. La porina OmpF presenta expresion baja en un
medio con alta osmolaridad y un incremento de la misma en un medio con baja
osmolaridad, efectos observados tanto en el género Salmonella como en Escherichia
coli. La expresion de OmpC varia dependiendo de la cepa, para Escherichia coli se
observa incremento de expresion en un medio con alta osmolaridad y decremento con
baja osmolaridad, mientras el género Salmonella no presenta osmoregulacion [De la
Cruz y Calva, 2010; Fernandez-Mora et al, 1995 y 2004; Martinez-Flores et al, 1999;
Oropeza et al, 1999; Pratt et al, 1996 y Puente et al, 1991]. Los trabajos realizados por
Fernandez-Mora (1995 y 2004) y Oropeza (1999), demostraron que el sistema
EnvZ/OmpR regula positivamente la expresion de los genes de las porinas ompS1 y
ompS2 [Ferndndez-Mora et al, 1995 y 2004 y Oropeza et al, 1999].

11.9. LeuO regula el gen ompS2

LeuO es un regulador global tipo LysR que se encuentra presente en todos los
miembros de la familia Enterobacteracea. LeuO es una proteina con un dominio amino-
terminal con la funcion de unirse a DNA. Esta proteina participa en la respuesta
bacteriana al estrés, en virulencia, en formacion de biopelicula y regula a los operones
bgl (regula el ingreso y el metabolismo de los B-glucosidos), ¢ adAB (Sistema de
resistencia a los acidos dependiente de lisina), dsr4 (Activador de RpoS) y rovA
(Aminopeptidasa) [De la cruz y Calva, 2010; Ferndndez-Mora et al, 2004 y Hernandez-
Lucas et al, 2008]. Shimada y colaboradores (2009), demostraron a través de la técnica
de western blot, que la expresion de LeuO en E. coli, se increment6 en medio minimo y
en la fase estacionaria de crecimiento; ademas, a través de la técnica de northern blot, se
determind que los niveles de expresion de LeuO presentados por la cepa silvestre no son
suficientes para incrementar la presencia de mRNA de los genes yjjO, bglJ, yjjP, acrE,
acrF, yjcR, yjcP, y gcL, y gbF, r hsD, vid, fepE y g ItF y solamente al sobre-expresar
LeuO, se observo el incremento de dichos mRNA [Shimada et al, 2009]. Fernandez-
Mora (2004) y De la Cruz (2007), observaron un importante incremento en la expresion
de ompS1 'y de ompS2 cuando se sobre-expresaba LeuO en un fondo silvestre. Ademas,
determinaron que al sobre-expresar LeuO en un fondo mutante en OmpR no se encontro
tal efecto [Fernandez-Mora et al, 2004 y De la cruz et al, 2007]. Estos datos sugieren lo

siguiente: 1) la induccion de la expresion de OmpS1 y OmpS2 requiere la presencia de
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LeuO, 2) para que LeuO regule de forma positiva la expresion tanto de ompS2 como de
ompS1 se requiere la presencia de OmpR-P, 3) concentraciones altas de LeuO activan
ompS2 y reprimen a ompS1 y solamente para concentraciones muy altas de LeuO,
ompS1 se activa y ompS2 se reprime. Hernandez-Lucas (2008), a traves de un analisis
protedmico, encontraron que LeuO en Salmonella Typhi, también regula varios genes,
encontrando un incremento en: OmpS1, OmpS2, AssT y el operdn CRISPR, mientras
gue causa un decremento en: OmpX, Tpx y STY1978 [Calva y Calva, 2009; De la Cruz
et al, 2007; De la Cruz y Calva, 2010; Fernandez-Mora et al, 2004 y Hernandez-Lucas
et al, 2008].

11.10. H-NS regula el gen ompS2

H-NS es un regulador global en bacterias gram negativas, caracterizandose por su union
a secuencias ricas en residuos AT y/o regiones que presentan segmentos curvos [Atlung
and Ingner, 1997; Flores-Valdez et al, 2003; Lucchini et al, 2006 y Navarre et al, 2006].
Lucchini y colaboradores (2006), encontraron que H-NS de Salmonella Typhimurium
se une a 422 regiones del DNA cromosomal, que representa un total de 746 genes,
ademaés encontraron que la RNA polimerasa no se unia a los promotores de los genes
que interactuaban con H-NS, demostrando que H-NS inhibe la transcripcion de los
genes estudiados [Lucchini et a/, 2006]. Navarre y colaboradores (2006), a traves de la
técnica de microarreglos de cDNA, analizaron la expresion del genoma de Salmonella
Typhimurium, tanto en cepa silvestre y mutante en /Ans, encontrando que 176 genes
(4%) y 409 (9%) presentaron disminucion y aumento en su expresion en la mutante en
hns, respectivamente. Cuarenta de 409 genes se encuentran presentes en todas las
enterobacterias, esto contrasta con los 265 de 409 genes que Se encuentran presentes
solamente en el género Salmonella [Navarre et al, 2006].

Flores-Valdez y colaboradores en el afio 2003, a través de la técnica de mutagénesis al
azar con el transposdn mariner, encontraron que una cepa mutante en Ans incrementa
diez veces la expresion de la fusion ompS1i-lacZ respecto a la cepa silvestre. Ademas, al
complementar esta cepa con el gen Ans, observaron la recuperacion del fenotipo
silvestre y determinaron ademas que H-NS se une en los nucle6tidos -310 a -88 pb rio

arriba del sitio de inicio de la transcripcion [Flores-Valdez et al, 2003]. Posteriormente,
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en nuestro laboratorio se determino el aumento de tres veces en la expresion de la fusién
ompS2-lacZ en el fondo mutante deficiente en H-NS [Fernandez-Mora, datos no
publicados y Flores-Valdez et al, 2003].

Los estudios de regulacion realizados en la region reguladora del gen ompS2 (fusion
traduccional -413-lacZ) con los activadores OmpR, LeuO y con el inhibidor H-NS, no
mostraron el maximo efecto de actividad para el gen, como lo demostr6 Fernandez-
Mora en el 2004 y en estudios posteriores, para la fusion -97-lacZ [Fernandez-Mora et
al, 2004 y datos no publicados]. Por lo que se requiere realizar la busqueda de otros

reguladores transcripcionales del gen ompS?2.

El efecto generado por las proteinas OmpR, LeuO (activacion) y H-NS (represion)
sobre la region reguladora ompS2, es de un efecto parcial, por lo que se requiere realizar
la basqueda de los otros reguladores o de sus estimulos, tanto en la activacion como en

la inhibicion de su expresion.

11.11. Busqueda de proteinas involucradas en la regulacion del gen ompS2.

Con el objetivo de determinar sitios de unién a proteinas reguladoras para el gen ompS2,
en el laboratorio, se realizo un analisis de la region reguladora del gen. El analisis se
realizd con el método bioinformatico reportado por Minch y colaboradores en el 2005
[Miinch et al, 2005]. Se identificaron probables sitios de union para: ArcA, CRP, H-NS,
IcIR, IHF, Lrp, Nac y OmpR, lo que sugiere que la region regulatoria de ompS2 de
Salmonella Typhi presenta varias secuencias consenso para una amplia variedad de
reguladores, entre los que sobresalen los siguientes grupos de proteinas: a) las que se ha
demostrado de manera experimental su interaccion con el gen, como son H-NS, OmpR
y ArcA, b) las que ya fueron valoradas y bajo las condiciones establecidas en nuestro
laboratorio no se demostrd su interaccion, como son IHF y CRP, ¢) las que no se han
valorado y que no hay evidencia experimental que regulen porinas, como son IcIR, Nac;
d) y la proteina que falta por valorar es Lrp; la cual regula directamente a las porinas
OmpC y OmpF de Escherichia c oli [Ferrario et a [, 1995]. Ademas, Lrp activa la
expresion del gen ilviH de Salmonella Typhi y este a su vez por el mecanismo de relevo

de promotor activa la expresion de la transcripcion del gen leuO, resaltando que LeuO
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es la proteina que activa la expresion de ompS2 [Fang et al, 1998; Lilley and Higgins,
1991; Wang and Calvo, 1993 y Wang et a/, 1993].

Posteriormente, se analizaron las secuencias de unién de Lrp para el gen ompS?2,
encontrando 9 probables sitios de union, las cuales se incluyen en tres regiones
importantes de la region reguladora del gen ompS2: a) secuencias rio abajo del inicio de
la transcripcion que va del +52 al +66 pb, b) secuencias que comprenden al promotor, se
encontraron dos secuencias que comparten a la misma region, la cual va del -15 al -32
pb y c) secuencias rio arriba del promotor, se encontraron seis probables sitios de unién
que van del -50 al -64 pb; del -91 al -105 pb, del -109 al -123 pb, del -290 al -304 pb,
del -311 al -325 pb y del -385 al -399 pb (Figura 3). Lo que estos datos sugieren es que
la interaccion de Lrp con estas secuencias bloquean la union de la RNA polimerasa al
promotor, impidiendo la transcripcion del gen. Es importante establecer que Lrp
requiere varios sitios de unién a sus genes blancos como se puede observar en los casos
de ompC-micF de Escherichia co li [Ferrario et al, 1995], fimZ, pefB 'y spvA de S.
Typhimurium [Baek et al, 2009]. Derivado de estos datos creemos que el regulador Lrp

es un regulador transcripcional del gen ompS2.

Promoter Sequence:

1 GTCGACAGAT TTTACCTGCC TTTATCAAGT CATAGTGGCG ATGCTCATCA CCGCCACTGT TCAAAAAACA GACACCGTAT 80
81 ACATCAGTGC TATTTTTATT AGTCGGAACA GCCCCTTTAT TACCGTTTTIC TCTGCGTTGC GGTTCATGAT TACGTCTTTT 160
161 TCGCTCAAGA AAATTAAATT AAAAAAAACT CGAAGCCAGT TCACAAAATT GATAACAGAA TGTCTGCCCG CCGCTATATT 240
241 GCCATCTTTT TTCGCAAATT GTGAAATCAA ACAAATCACA ACCATGAATA TATAATAACA AACATATTCA CCATAAATAT 320
321 ATGCGTTTCC GATAGTAACT TTTGTATTAA TTAATAACAT ATAAGAAAAG TTAGCATTTG CTGAAATAAT ATTATTCAGA 400
401 TTAGGATGCC TTTGATTCAA CGAATCTGTA GAAGTTCAAT CTTTTGCAAA TAAGTTAAGT TTTTAAGGAT AAAAAAATGA 480
481 AAAGAAAAGT A

PWM (species) Start Position End Position Strand Score Sequence

Lrp | Escherichia coli (strain K12) 465 479 - 436 CATTTTITTTATCCTT

Lrp | Escherichia coli (strain K12) 385 399 + 424  AATAATATTATTCAG
Lrp | Escherichia coli (strain K12) 291 305 - 420 ATGTTTGTTATTATA

Lrp | Eschenchia coli (strain K12) 309 323 - 413 CATATATTTATGGTG
Lrp | Escherichia coli (strain K12) 110 124 + 4.00 AGCCCCTTTATTACC
Lrp | Escherichia coli (strain K12) 89 103 + 397 GCTATTTTTATTAGT

Lrp | Escherichia coli (strain K12) 15 29 + 397 CCTGCCTTTATCAAG
Lrp | Escherichia coli (strain K12) 382 396 - 3.83  AATAATATTATTTCA

Lrp | Escherichia coli (strain K12) 350 364 - 382 TTATATGTTATTAAT

© 2003-2008 by Richard Miinch » Institute of Microbiology = Technical University of Braunschweig » r.muench(at)tu-bs.de

Figura 3. Sitios probables de union de Lrp a la region reguladora del gen ompS2.
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I11. Antecedentes

El género Salmonella como el resto de los procariontes, dentro de su genoma contienen
informacidn, que codifica para una vasta complejidad de proteinas que tienen la funcion
de regular la transcripcion de una amplia variedad de genes de forma tanto local como
global, la expresion de dichos genes les permite a las bacterias coordinar las respuestas
celulares a una extensa diversidad de estimulos tanto enddgenos como exdgenos
[Unoarumhi et al, 2016; Wang and Calvo, 1993 y Wang et al, 1993].

I11.1. Lrp es un miembro de la familia Lrp/AsnC

Proteina reguladora de respuesta a Leucina (Lrp), es un importante regulador global de
la transcripcién, ademas de que es el arquetipo de la familia de Lrp/AsnC, familia que
estd compuesta por los homoélogos, ortélogos y paradlogos de los reguladores AsnC,
YbaO y Lrp. Esta familia se encuentra distribuida y conservada en una amplia variedad
de arqueas y bacterias [Baek et a/, 2009; Brinkman et a/, 2003; Calvo et al, 1994; Cho
et al, 2008; Mc Farland and Dorman, 2008; Tani et al, 2002; Unoarumhi et al, 2016;
Wang and Calvo, 1993 y Yokoyama et al, 2005].

Los integrantes de esta familia son proteinas con un tamafio aproximado de 163
aminoéacidos. AsnC y sus homologos son considerados reguladores locales; ya que en
ausencia de asparagina en el medio, AsnC regula positivamente a asnA, que esta
relacionado con la biosintesis de asparagina [de Wind et a/, 1985 y Yokoyama et al,
2005]; Grp es un ortologo de YbaO, que tiene la funcidn de regular el ingreso de la
glutamina al interior de Zymomonas mobilis [Peekhaus et al, 1995 y Yokohama et al,
2005]. Mientras, que Lrp de Escherichia co li y sus homologos del resto de las
enterobacterias presentan un efecto de regulacion global, ya que activan o inhiben la
transcripcion de un mayor numero de genes, en la mayoria de los casos la regulacion
depende de la disponibilidad extracelular de leucina [Brinkman et al, 2003, Calvo et al,
1994; Cho et al, 2008; Mc Farland et al, 2008; Unoarumhi et al, 2016; Wang and
Calvo, 1993 y Wang et al, 1993].
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La caracteristica estructural que presenta esta familia de reguladores es que tiene tres
segmentos; el primero es el amino-terminal, que es un dominio hélice-vuelta-hélice
(HTH) con la funcién de unirse al DNA, el segundo es el segmento medio, con la
funcién de estimular la actividad transcripcional y el tercero es el carboxi-terminal que
es el sensor al aminoacido [Brinkman et al, 2003, Hart et al, 2011; Platko and Calvo,
1993; Wang and Calvo, 1993 y Wang et a /, 1993]. El estado multimérico de los
miembros de esta familia es variable, se pueden encontrar en dimero, tetrdmero,
octamero o hexadecamero [Brinkman et a/, 2003; Chen et al, 2001 y Unoarumhi et al,
2016].

111.2. Lrp como regulador transcripcional

El gen Irp (STYQ957 en Salmonella Typhi CT18) se localiza entre los genes fisK
(proteina de division celular) y trxB (proteina tioredoxin reductasa). EI gen /rp tiene una
longitud de 495 pb y codifica para un peptido de 164 aminoacidos [Brinkman, et a!,
2003; Friedberg et al, 1995 y Parkhill, et al, 2001]. Ver figura 4.

trsB

| |
052696 043885

Figura 4. Localizacion esquemética del gen /rp en el genoma de S. Typhi CT18.

La expresion de Lrp tanto en E. coli [Landgraf et al, 1996] como en Salmonella [Baek
et al, 2009 y MacFarland and Dorman, 2008] se incrementa en medio minimo y se
inhibe en medio rico. EI mecanismo de regulacion transcripcional mediado por Lrp, esta
relacionado al principio de adaptacion a “la abundancia o la carencia de nutrientes en el

medio”; E. coli censa su medio ambiente, determinando la concentraciéon de leucina,

14




que es el aminoacido mas abundante dentro de las bacterias [Brinkman et al/, 2003 y
Yokoyama et al, 2005]. Esto genera dos estados metabdlicos que son completamente
diferentes entre si. Primero esta el estado de carencia metabdlica, que es cuando E. coli
[Brinkman et al, 2003 y Yokoyama et al, 2005], censa que en el medio ambiente, hay
una baja concentracion de leucina y por lo tanto del resto de los nutrientes, se genera un
incremento en la concentracién intracelular de Lrp que a su vez estimula la activacion
de las vias metabdlicas anabdlicas, reprimiendo a las vias tanto de transporte de
nutrientes como a las vias catabolicas. ElI segundo, en el estado de abundancia
metabolica, que es cuando E. coli [Brinkman et al, 2003 y Yokoyama et al, 2005],
censa una alta concentracion de leucina y por lo tanto del resto de los nutrientes; se
genera un decremento en la concentracion de Lrp; que a su vez estimula la activacién
tanto de las vias de transporte de nutrientes como de las vias catabodlicas y reprime a las

vias anabolicas [Brinkman et al, 2003 y Yokoyama et al, 2005].

111.3. Lrp y su importancia bioldgica

Lrp en E. coli regula por lo menos al 10% de su genoma y de éste, el 75% de los genes
se encuentran reprimidos durante la fase estacionaria [Cho et al, 2008 y Tani et al,
2002]. Los genes estan involucrados en la biosintesis y catabolismo de aminoacidos,
transportes de nutrientes, sintesis de pili y otras funciones [Brinkman et a/, 2003; Calvo
and Matthews, 1994 y Ernsting et al, 1992].

Con los estudios realizados por Wang y Calvo (1993) en el operon ilviH de E. coli,
encontraron que el promotor del operdn presenta 6 sitios de union a Lrp y que esta
interaccion Lrp-DNA forma un gran complejo nucleoproteico, el cual tiene la funcion

de activar la transcripcion del operon [Wang and Calvo, 1993].

Con los estudios realizados por Ferrario y colaboradores (1995) en ompF y la region
intergénica de ompC-micF de Escherichia co li, demostraron que solo la region
intergénica ompC-micF presentaba 9 sitios de union a Lrp y que la interaccion Lrp-
DNA inhibe la transcripcion de ompC y micF y de forma indirecta a través de la

inhibicidn de micF activa la transcripcion de ompF [Ferrario et al, 1995].
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Los otros genes de E. coli regulados por Lrp son los siguientes: a) positivamente son
fanABC [Calvo and Matthews, 1994/, gcv [Stauffer and Stauffer, 1994], ginA4 [Ernsting
et al, 1992], gltBDF [Ernsting et al, 1992 y 1993], leudBCD [Calvo and Matthews,
1994 y Lin et al, 1992], pntAB [Calvo and Matthews, 1994], papBA [Braaten et al,
1992], serd [Tuan et al, 1990 y Rex et al, 1991] y b) negativamente son /ivjk [Calvo
and Matthews, 1994], lysU [Gazeau et al, 1992 y Lin et al, 1992], oppABCDF [Austin
et al, 1989], sdaAC [Tuan et al, 1990] y tdh [Tuan et al, 1990; Ravnikar et al, 1987 y
Rex et al, 1991].

Salmonella Typhimurium tiene un homologo de Lrp que tiene un 99% de identidad a
nivel de secuencia de aminoacidos con Lrp de E. coli, proteina que esta relacionada con
la regulacion de genes que estan involucrados en la biosintesis y catabolismo de
aminoacidos, transportes de nutrientes, sintesis de pili, virulencia y otras funciones
[Brinkman et al, 2003 y Friedberg et al, 1995].

Estudios realizados por Baek y colaboradores (2009) demostraron que los genes hilA,
invF'y ssrA de Salmonella Typhimurium son regulados negativamente por Lrp, ademas
realizaron ensayos de adherencia, invasion y citotoxicidad, con los cuales se encontrd
que una cepa mutante en Alrp disminuye su adherencia mientras que incrementa su

invasividad y citotoxicidad a las células blanco [Baek et al, 2009].

Con los estudios realizados por McFarland y Dorman (2008) en /rp de Salmonella
Typhimurium, encontraron que Lrp se autorregula negativamente, ademas demaostraron
que el promotor del gen Lrp presenta 5 sitios de union a Lrp [McFarland and Dorman,
2008].

Otros genes de Salmonella Typhimurium que son regulados por Lrp son los siguientes:
fimZ [McFarland and Dorman, 2008], hisJ [Hecht et al, 1996], ilvIH [Wang et al, 1993],
pef [Nicholson et al, 2000], spvABCD [Marshall et al, 1999] y traJ [Camacho et al,
2002].
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Con los antecedentes antes expuestos, se constituye la base para plantear hipotesis y
objetivos del presente trabajo: Analizar el papel del regulador global de la transcripcién
Lrp en la regulacion transcripcional del gen ompS2 de Salmonella Typhi y determinar

su importancia biologica.

IV. HIPOTESIS

La porina OmpS2 de Salmonella Typhi puede ser expresada de manera abundante en
condiciones de laboratorio; por lo que una cepa Salmonella Typhi carente del gen Irp

deberéa de activar la expresion de la porina.

V. OBJETIVO GENERAL

Identificar el efecto que ejerce Lrp sobre la expresion del gen ompS2 de Salmonella

enterica serovar Typhi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de una mutacion en el gen /rp en la expresion de las
fusiones transcripcionales del gen ompS2.

2. Determinar la interaccion de union de Lrp a la region promotora de ompS2.

3. Determinar las secuencias de union de Lrp, por medio del ensayo de proteccion
a la digestion por DNAsa (Footprinting) en la region reguladora de ompS?2.

4. Comparar las secuencias de union con las de consenso de Lrp.

5. Proponer un modelo de regulacion de Lrp sobre la region de ompS?2.
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V1. Materiales y Métodos

V1.1. Cepas y condiciones de cultivo

Las cepas utilizadas en este trabajo se enlistan en la Tabla No. 1. Para su crecimiento las
bacterias fueron incubadas aerébicamente a 37°C, con agitacion a 200 rpm, utilizandose
matraces de 250 ml con 100 ml de medio MN, LB, LB-Agar, SOB o SOC (Anexo).

Ademas, segun la cepa y experimento, a los medios se les agrego lo siguiente:

1. Antibioticos, utilizando ampicilina (400 pg/ml), cloranfenicol (30 pg/ml),
kanamicina (30 pg/ml) y tetraciclina (20 pg/ml).
2. Inductor, utilizando L-arabinosa (10 mM/ml).

V1.2. Extraccion y purificacion de DNA total de bacteria.

La purificacion fue realizada con la técnica de Miller, modificada por Fernandez-Mora
[Fernandez-Mora et al, 2004]. Se recolectaron 0.5 ml de cultivo de la cepa de interés.
La pastilla se resuspendio en 570 ul de buffer SET (Anexo), mas 30 pl de SDS 20%, se
incubd a 80°C por cinco minutos. Se le adicioné RNasa 0.02 mg/ml y se incubd a 37°C
por 30 minutos. Se le agregd y mezclé 200 ul de NaCl 5 M, incubandose en hielo por
cinco minutos. La mezcla se centrifugo por diez minutos a 12,000 rpm. El sobrenadante
se paso a un tubo limpio, adicionandose 800 pl de isopropanol al 100%, se centrifugd
por cinco minutos a 12,000 rpm. La pastilla se lavé tres veces con etanol al 70% y por
ultimo se resuspendio en 300 pl de 10 mM de Tris-HCI pH 8.5 [Miller et al, 1988].

V1.3. Extraccion y purificacion de DNA de plasmido.

La purificacion fue realizada con el protocolo modificado de lisis alcalina. Se
recolectaron 5 ml de cultivo de la cepa de interés. La pastilla se resuspendié en 200 pl
de buffer SET mas 0.05 mg/ml de RNasa, se incubd por cinco minutos a temperatura
ambiente. Se le agregd y mezclé 400 ul de solucion de lisis (0.2N de NaOH, 1% de
SDS), se incubd en hielo por cinco minutos. Se agrego y mezclé 300 pl de acetato de

amonio 7.5 M, se incubd en hielo por diez minutos. Despues se centrifugd por tres
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minutos a 10,000 rpm. El sobrenadante se pasé a un tubo limpio, se agregd 500 ul de
isopropanol al 100% y se centrifugd por 30 minutos a 12,000 rpm. La pastilla se lavd
por tres veces con etanol al 70%; enseguida se resuspendié en 100 pl 10 mM Tris-HCI
(pH8) [Sambrook et al, 2001].

V1.4. Preparacion y transformacion de células electrocompetentes

Se inocularon 100 ml de medio SOB con la cepa de interés, incubandose a 37°C con
agitacion hasta alcanzar una DOeoo igual a 0.8. El cultivo fue centrifugado por diez
minutos a 6,000 rpm, la pastilla fue resuspendida y lavada por dos ocasiones con
glicerol al 10%. La pastilla se resuspendio en 700 ul de glicerol al 10%. De la
suspension se tomaron 100 ul de celulas competentes y se les agregd de 50 pg. a100 ng.
de plasmido seleccionado. Se les dio un pulso de 2.5 kV en el electroporador
(Micropulse, BIORAD). Las células se inocularon en un ml de medio SOC a 37°C por
una hora. Después se cultivaron en medio LB agar, con los antibidticos
correspondientes, para seleccionar a las clonas que tuvieran los plasmidos

recombinantes [Sambrook et al/, 2001].

V1.5. Mutagénesis por la tecnica de Datsenko y Wanner

Con el objeto de realizar mutagenesis no polar del gen /rp y poder valorar su efecto
sobre la expresion de ompS2-lacZ, se realizd una mutagénesis especifica a través de la
técnica de Datsenko y Wanner. Se inocul6 el medio SOB con 400 pg/ml de ampicilina
y 10 mM/ml de L-arabinosa con la cepa Salmonella Typhi IMSS1 que esta
transformada con el plasmido pKD46 (Tabla 2); se incubd a 30°C hasta alcanzar una
DOeoo de 0.6, acto seguido se prepararon para electroporacion. Posteriormente, por
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) se gener6 un producto, empleando como
templado el plasmido pKD3 (ver Tabla 2) y los oligonucledtidos especificos
SIrpH1P15" y SlrpH2P23" (ver Tabla 3), ya que sus extremos H1 y H2 son para
recombinar con el gen /rp. El producto de PCR fue electroporado en células
electrocompetentes de la cepa IMSS1, posteriormente las células fueron recuperadas en
medio SOC, se incubaron a 37°C por una hora y por Gltimo se plaquearon en LB agar
con 30 pg/ml de cloranfenicol, incubandose a 37°C por 12 a 24 horas [Datsenko et al,
2000].
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V1.6. Determinacion de la actividad de p-galactosidasa de las fusiones ompS2-lacZz,

en los diferentes fondos genéticos

La expresion de las fusiones de ompS2-lacZ, se determiné a través de medir la actividad
enzimaética especifica de B-galactosidasa, ya que la reaccion de esta enzima hidroliza al
orto-nitrofenil-p-D-galactosido en galactosa y en el colorante orto-nitrofenol. Primero
se cuantifica la actividad de [B-galactosidasa y posteriormente se cuantifican las
proteinas totales de la muestra (ver apartado mas adelante). La actividad especifica se
obtiene al dividir el valor de B-galactosidasa (unidades de enzima/ml) entre la
concentracion de proteinas (mg/ml), reportandose en valores de unidades de enzima por
miligramo de proteina [Fernandez-Mora et al, 2004 y Oropeza et al, 1999]. Se colocd
por duplicado 20 pl de cada una de las muestras y del control en la placa,
posteriormente se le agregaron 100 pl de solucion de lisis [0.22 mg/ml de lisozima,
0.22% de triton X-100, 1.6X de buffer Z (Anexo) y 0.016M de B-mercaptoetanol],
incubandose por 10 minutos a 37 °C, inmediatamente se le agregé 100 ul de solucion
sustrato ONPG [1 mg/ml de orto-nitrofenil- -D-galactdsido]. La tasa de cada reaccion
fue obtenida al medir los cambios colorimétricos en la absorbancia del orto-nitrofenol a
415 nm cada 5 segundos por 5 minutos con un Scanning Autoreade and Microplate
Workstation, Ceres 900 C y el KC Jr software en el modo “kinetics” [Fernandez-Mora
et al, 2004 y Oropeza et al, 1999].

V1.7. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada por el método de Lowry, modificado
para placas de microtitulacion de 96 pozos. Se colocaron 20 ul de muestra por
duplicado. Se agreg6 y mezclé 100 pl de solucion A [98% de Na,COs 3.4% -NaOH
0.17 N, 1% de KNaC4H40¢ 4H20 al 1.7 % y 1% de CuSO4 al 0.85 %], se incubd por 10
minutos a temperatura ambiente. Se agregdé y mezclé con 100 ul de solucién B [Folin-
Ciocalteu al 16%], se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente. Se midié la
absorbancia a 620 nm, los valores obtenidos fueron reportados en mg/ml, requiriéndose

lecturas entre 0.16 y 0.30 mg/ml [Fernandez-Mora et al, 2004 y Oropeza et al, 1999].
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V1.8. Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)

Con el objeto de determinar, si Lrp es capaz de unirse 0 no a la region reguladora de
ompS2, se utilizd la técnica EMSA. Se amplificd la region reguladora de ompS2,
utilizando el plasmido pFM413 como templado y los oligonucledtidos F2a/S2reg3”
(Tabla 3), obteniendo un fragmento de 500 pb. Para el ensayo se requirid que estuviera
presente un control negativo, utilizando un fragmento de 400 pb del gen que codifica
para la proteina de ensamble de la capside del fago Lambda. Se incubaron ambos
fragmentos, més la proteina (incrementando la concentracion de Lrp-His, de 0 a hasta
0.5 uM), en una solucion amortiguadora 10X, para permitir el complejo proteina/DNA.
Incubandola por treinta minutos a 37°C. Las muestras se analizaron en gel de acrilamida
al 6%, se corrid el gel a 20 amperes por 5 horas [Oropeza et al, 1999 y De la Cruz et al,
2007].

V1.9. Experimento de proteccion a DNAsa (footprinting) con Lrp-His

Con el objeto de determinar la secuencia especifica de la region reguladora de ompS2
que se une Lrp, se realizo el ensayo de proteccion de Lrp-His a la digestion parcial a
DNAsa. Primero se marcé el oligonucledtido S2reg3”, con 3P gama ATP, (con la
enzima T4 Kinasa, incubando la reaccion a 37°C por 30 minutos y se par0 la reaccién
incubando a 65°C por 10 minutos). Posteriormente se realizé un PCR para amplificar la
region reguladora de ompS2, utilizando el plasmido pFM413 como templado y los
oligonucleotidos S2reg3” (*?P) marcado/F2a. Posteriormente se limpia el producto de
PCR, a través de la precipitacion por isopropanol o por el PCR cleanup Kit.
Posteriormente se determinan las unidades de cpm con el contador de centelleo y se
utilizan 100,000 cpm por reaccion. Se mezclan varias concentraciones de la proteina
con el fragmento marcado, se incuban 30 min a temperatura ambiente se les adiciona la
enzima DNAsa, diluida 1/25 y se deja actuar por un minuto. La reaccion se para con
EDTA a 10 mM final. Los segmentos de DNA fueron separados por electroforesis en
geles de poliacrilamida 8%-—urea 8 M [Fernandez-Mora et a/, 2004 y De la Cruz et al,
2007].
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CEPAS

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

S. Typhi
Cepa mexicana de referencia. Aislado clinico del )
IMSS1 Instituto Mexicano del Seguro Social de la ciudad I;/tlarnanzdoeozd-r
de México D.F. ora,
IMSS112 Alrp::cm derivada de la IMSS1 Este trabajo
PLASMIDOS
Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.
Plasmido Descripcion
Plasmidos derivados del pMC1871 que contienen Fernandez-
pFM413-lacZ | fusiones traduccionales de la region reguladora Mora. 2004
pFM97-lacZ ompS2-5°, 413pb y 97pb insertados rio arriba del '
punto de inicio del gen reportero lacZ.
DKD46 oriR101ts, Plasmido de expresion de recombinasa
ARed, bajo el control del promotor paraB, (Ap"). Datsenko. 2000
0KD3 pANTSy con un FRT flanqueado por gen Cm", '
para inactivar genes (pSC140)

OLIGONUCLEOTIDOS
Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia Amplifica

kan1773 ATTAGAAAACTCATCGAGCATCAA Cassette de

kanl1775 ATGAGCCATATTCAACGGGAAAC kanamicina

C1 TTATACGCAAGGCGACAAGG Cassette de

C2 GATCTTCCGTCACAGGTAGG cloranfenicol del

pKD3 hacia fuera

SIrpH1P15" | ATGGTAGATAGCAAGAAGCGCCCTGGCAAAG
ATCTCGACCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG pKD3 con

SlrpH2P23" | ACGGCGGCATTAAACTGTTCAAACACATCCGG | extremos para lrp
CGCGCCGCCATATGAATATCCTCCTTAG

Lrp-Sacl-3 | CCCGGAGCTCTTGCTGTATGG I

slip-15 CCTTACTGTGTTTGGTCGTGCC p

S2reg3’ ATATATGCGTTTCCGATAGTAAC

F2a TCTGTGCCCAGGGATCCGTGCGTTCTGTTT omps2
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VII. Resultados

VI1.1. Obtencion de una mutante deletada para Irp

Con el objetivo de determinar el papel de Lrp sobre la expresion del gen ompS2, se
realizd la inactivacion del gen /rp, por la técnica de Datsenko y Wanner, en la cepa
Salmonella Typhi IMSS1, como se explicd en Material y Métodos. Para generar la
mutante se utilizd6 como templete el plasmido pKD3, que contiene el gen de resistencia
a cloranfenicol y los oligonucleodtidos SlrpH1P15" y SlrpH2P23", que en sus extremos
H1 y H2 son complementarios al gen /rp. En la mutante obtenida se demostro que el
gen hubiera sido eliminado y en su lugar estuviera el gen de resistencia, para realizar
esto se amplifico por PCR la region de interés, utilizando los pares de oligonucle6tidos
Lrp-Sacl-3/slrp-15, Lrp-Sacl-3/k2 y slrp-15/k1 y como templete se utilizaron las cepas
silvestre y mutante en /rp. Posteriormente, los fragmentos amplificados se secuenciaron
y por ambas técnicas se demostré que el gen se encontraba eficazmente reemplazado y
en su lugar se encontraba el gen de resistencia. A la cepa obtenida se le denominé
IMSS112 (Alrp::cm”) y se utilizd para los experimentos genéticos subsecuentes en

comparacion con la cepa silvestre IMSS1.

VII1.2. Comparacion de las actividades de p-galactosidasa de las fusiones

traduccionales de ompS2-lacZ en los fondos silvestre y mutante en Irp

Para determinar el papel de Lrp en la expresion del gen ompS2, se compard los fondos
silvestre (IMSS1) y mutante en Alrp::cm” (IMSS112), a través de la determinacion de la
actividad de B-galactosidasa de las fusiones traduccionales ompS2-lacZ reportadas por
Fernandez-Mora en el 2004: a) fusion que se observa la actividad mas baja (-413-/acZ,
fusién que presenta la regién de control completa) y b) fusién que se observa la
actividad mas alta (-97-lacZ, fusion carente de la region reguladora negativa)
[Fernandez-Mora et al, 2004]. Ambas cepas fueron crecidas en medio MN (Anexos), el
experimento se realizo por triplicado y se tomaron muestras a las 2, alas 4, alas 10y a

las 24 horas de crecimiento a 37 °C.

En la figura 5 se observa la actividad de B-galactosidasa de la fusion -413-lacZ en la

cepa silvestre (IMSS1), en donde claramente se aprecia que hubo una importante
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variabilidad de las actividades durante el experimento. La maxima expresion de la
fusién se did en la fase logaritmica (4 horas) y la minima se di6 en la fase estacionaria
(10 horas), siendo la relacién entre la logaritmica y la estacionaria de 1.9 veces superior

la fase logaritmica que la estacionaria.

En referencia a la actividad de B-galactosidasa de la fusion -413-lacZ en la cepa
IMSS112 (Alrp::cm”), se puede observar que la eliminacion del gen /rp en la cepa
resultd en un incremento de las actividades de 2 a 3 veces con respecto a la cepa
silvestre (IMSS1). De igual forma, se pudd observar un comportamiento similar al que
presentd la cepa silvestre a lo largo de la curva de crecimiento, siendo la actividad mas
alta en la fase logaritmica (4 horas) y la méas baja en la estacionaria (10 horas) y por
ultimo la relacién entre la fase logaritmica y la estacionaria fue de 2 veces superior la

fase logaritmica que la estacionaria.

Figura 5. Representacion gréfica de la actividad p-galactosidasa de la fusion -413-lacZ, comparando las cepas IMSS1 e IMSS112.

En la figura 6 se observa la actividad de p-galactosidasa de la fusion -97-lacZ en la cepa
silvestre (IMSS1). En donde claramente se observa un incremento de diez veces la
actividad en comparacion a la fusion -413-lacZ, este efecto es debido a la eliminacién
de la region de regulacion negativa en la fusion -97-lacZ como fue reportado por
Fernandez-Mora en el 2004 [Fernandez-Mora et al, 2004]. Ademas, se observa que las
actividades son similares entre si para las primeras horas de crecimiento, mientras para
las 10 y 24 horas de crecimiento, se presentd una importante disminucion de la

actividad de 2.6 veces (10 horas) y de 1.6 veces (24 horas).
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En cuanto a la actividad de p-galactosidasa para la fusion -97-lacZ en la cepa IMSS112
(Alrp::cm”), se puede observar que la eliminacion del gen /rp en la cepa resultd en un
importante incremento de las actividades de 2 a 3 veces con respecto a la cepa silvestre

(IMSS1), en la fase estacionaria a 10 y 24 horas de crecimiento.

Figura 6. Representacion gréafica de la actividad pB-galactosidasa de la fusion 97-lacZ, comparando las cepas IMSS1 e IMSS112.

Lo que estos datos sugieren es que Lrp regula negativamente la transcripcion del gen
ompS2, por lo que se requiere determinar si el mecanismo de regulacion observado, es
debido a la interaccion de la proteina Lrp con el DNA del gen ompS2, por esta razon se
realizaron ensayos de cambio de movilidad electroforética y de proteccion de la

digestion por DNAsa.

VI1.3. Union de Lrp a la regién reguladora de ompS2

Para determinar si Lrp se une a la region reguladora de ompS2, se realiz6 el ensayo de
cambio de movilidad electroforética (EMSA). Para este experimento se utilizo el
fragmento de 500 pb que va de las posiciones -413 a +78 pb de la region reguladora de
ompS2, y como control negativo un fragmento de 400 pb del genoma del fago Lambda,
que codifica para una proteina de ensamble de la capside; que fue incubado con
concentraciones crecientes de Lrp-His (0, 0.1 y 0.5 pM). Lo que se observé en este

experimento fue lo siguiente.
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La proteina Lrp formé complejos de unién DNA-proteina, lo cual ocurrié desde la
concentracion de 0.1uM de Lrp; aunque a tal concentracion la forma de DNA
predominante sigue siendo la fraccion libre. Sin embargo, se pudieron observar dos
formas de complejos DNA-Lrp y de éstas, la fraccion que predomina es la que migra
mas lentamente. Al incrementar la concentracion de Lrp a 0.5uM, la fraccion
predominante es el complejo de mas lenta migracion, ya que a esta concentracion ya no

se pueden observar las otras dos fracciones en el gel. (Figura 7).

Lrp-Hisg M 0O 0.1 0.5

ome.S2 500 pb
Proteina ensamble capside

Figura 7. Ensayo de movilidad electroforética (EMSA) del fragmento del gen ompS2 de Salmonella Typhi. Experimento que
utilizé el fragmento del -413 al +78 pb, con concentraciones de 0, 0.1 y 0.5 uM de Lrp y como control negativo fragmento del gen

que codifica para la proteina de ensamble de la capside del fago Lambda.

Lo que estos datos nos indican es que Lrp se une directamente al fragmento de -413 a
+78 pb de la regidn reguladora del gen ompS2, por lo que fue importante determinar
cuales son los sitios donde Lrp se une especificamente al DNA: ésto se comprobd a

través del ensayo de proteccion a la digestion por DNAsa.

VI1.4. Proteccion a la digestion con DNAsa por Lrp-His sobre ompS2

Para determinar la secuencia de la region reguladora del gen ompS2, a la cual Lrp se une
de forma especifica, se realiz6 la técnica de proteccion a la digestion con DNAsa
empleando Lrp-His. Para este experimento se valord el segmento 5-3"de la regién
regulatoria de -413 a +78, mas Lrp-His a concentraciones crecientes que van de

0 a 0.5uM. Se observo que la region reguladora de ompS2 presenta dos regiones de
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unién a Lrp. La primera region va del -7 al -42 y la secuencia protegida es la siguiente
5’-tagcatttgctgaaataatattattcagattaggat-3”; la segunda regién va del -53 al -85 y la
secuencia es la siguiente; 5”-ccgatagtaacttttgtattaattaataacata-3". Estos datos indican que

Lrp se une especificamente a la region reguladora de ompS2. (Figura 8).

Llama la atencion que la region reguladora de ompS2 presenta dos regiones de union a
Lrp (LRP-1 y LRP-I1I). Secuencias similares se han reportado para la region intergénica
ompC-micF [Ferrario et al, 1995]; para el gen rrnB [Pul et al, 2005] y para el gen ilviH
[Wang and Calvo, 1993 y Wang eta [, 1993]. La secuencia LRP-1I que va del
-53 al -85 pb, tiene la caracteristica de ser una secuencia en la cual se puede unir de
forma especifica tanto Lrp como OmpR-P [Ferndndez-Mora et al, 2004]. Esto sugiere
que esta secuencia es de gran importancia para la regulacion de ompS2, ya que ambas
proteinas reguladoras no pueden estar al mismo tiempo ocupando el mismo espacio,
ademas de que presentan efectos antagdnicos sobre la regulacién del gen. La secuencia
LRP-1 que va del -10 al -35 pb, corresponde a la secuencia donde se encuentran las
cajas -10 y -35 del promotor, lo cual indica que Lrp se podria unir a esta region con la
finalidad de bloquear la union de la RNA polimerasa, efecto que fue reportado por Pul
(2007) y Marasco (1994). Con estos datos podemos proponer como regula Lrp a este
gen. Es probable que la union especifica inicial de Lrp a estos sitios genere que el DNA
se curve, causando el reacomodo de los arreglos estructurales de toda la regién
reguladora, como lo propusieron Pul (2007 y 2008), Cui (1996) y Wang (1993). Dicha
curvatura incrementaria la afinidad de Lrp a secuencias no especificas cercanas,
observandose un efecto de cooperatividad, lo cual contribuiria a que el DNA envuelva
al oligdbmero de Lrp, generando una nucleoproteina; causando la inhibicion de la
transcripcion del gen, tal como lo propusieron Pul (2005), Cui (1996), Wang (1993) y
Chen (2001, 2002 y 2005).
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Figura 8. Ensayo de proteccion a la digestion con DNAsa del fragmento del gen ompS2 de Salmonella Typhi. Experimento que

utilizd el fragmento del -413 al +78 pb, con concentraciones de 0, 0.1 y 0.5 pM de Lrp.
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VII1. Discusién

Proteina de respuesta a leucina, Lrp

Para determinar el efecto que ejerce la proteina Lrp en la region reguladora del gen
ompS2, fue necesaria la realizacion de la mutacion especifica del gen Irp en la cepa
Salmonella Typhi IMSS1. Primero se caracterizO su curva de crecimiento,
comparandola con la curva de la cepa silvestre; demostrandose que ambas cepas
presentaban curvas de crecimiento idénticas, corroborando que la cepa mutante no
presenta un fenotipo restrictivo para su crecimiento, lo cual concuerda con lo observado
por Baek (2009), Landgraf (1996) y MacFarland (2008) [Baek et al, 2009; Landgraf et
al, 1996 y MacFarlandt and Dorman, 2008].

En seguida se valoro el efecto generado por la proteina Lrp sobre la region reguladora
del gen ompS2: esto fue realizado al comparar la actividad de B-galactosidasa de las
fusiones -413-lacZ 'y -97-lacZ en los fondos tanto silvestre como mutante en el gen /rp.
Primero se valoro la actividad de pB-galactosidasa en la fusion -413-/acZ, en donde se
observo un importante incremento de 2 a 3 veces en el fondo mutante en /rp en
comparacion al fondo silvestre. Posteriormente, fue necesario valorar como la mutacién
del gen Irp afecta el segmento comprendido del -97 al +78 pb de la regién reguladora
del gen ompS2, observandose un comportamiento similar a lo demostrado en la fusién
-413-lacZ; el cual fue un importante incremento de su actividad de 2 a 3 veces en la
cepa mutante en /rp en comparacion a la cepa silvestre, solo en las muestras tomadas a
las 10 y 24 horas, ya que en las muestras tomadas a las 2 y 4 horas, sus actividades

fueron similares entre si y a los de la cepa silvestre.

Estos datos son similares a lo observado: a) en la cepa E. coli mutante en /rp, en la que
se presentd un incremento de la actividad B-galactosidasa de hasta 1.7 veces mas para el
gen ompC [Ferrario et al, 1995] y de 2 veces mas para el gen micF [Ferrario et al,
1995], b) en la cepa Salmonella Typhimurium mutante en /rp, en la que se presentd un
incremento de la actividad B-galactosidasa que fue menor a dos veces para los gen hilA
[Baek et al, 2009], invF [Baek et al, 2009], ssrA [Baek et al, 2009] y de 2 veces mas
para el gen /rp [McFarlandt and Dorman, 2008]. Estos datos nos sugieren que el efecto

presentado por Lrp sobre el gen ompS2, es el mismo efecto inhibitorio que presenta Lrp
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cuando regula a los genes ompC, micF [Ferrario et al, 1995], hilA, invF, ssrA [Baek et
al, 2009] y Irp [McFarlandt and Dorman, 2008].

De estos datos es importante recalcar que, la secuencia regulatoria comprendida entre el
-413 al -98 pb, presenta probables sitios de union a Lrp, asi como a otras proteinas
inhibidoras de la transcripcion como H-NS [Fernandez-Mora eta [, datos no
publicados], ademas, se ha visto que al eliminar el gen Ans la actividad de ompS2 se
incrementa sustancialmente [Ferndndez-Mora et al, datos no publicados]. Este efecto de
H-NS tambien se ha observado en otros genes como ompS1 [Flores-Valdez et al, 2003];
hilA [Schechter et al, 2003]; ilviH [Calvo and Matthews, 1994]; ompC [Suzuki et al,
1996]; micF [Suzuki et al, 1996] y ompF [Suzuki et al, 1996].

De hecho, al eliminar la secuencia -413 a -98 pb, se observd un incremento sustantivo
en la actividad de la secuencia restante, la cual comprende del -97 a +78 pb. Sin
embargo, en las primeras horas de crecimiento tanto a las 2 como a las 4 horas, la fusién
corta presenta la misma actividad tanto en la silvestre como en la mutante en /rp y s6lo
se pudo observar un efecto cuando la cepa silvestre entra en la fase estacionaria de
crecimiento, con una disminucion importante de su actividad, mientras que en la cepa
mutante en /rp se observa que la actividad mantiene sus altos niveles. Esto nos indica
que es necesaria la region de -413 al -98 para la regulacion negativa del gen, y que la
region -97 a +78 ejerce un efecto inhibitorio por Lrp Unicamente en la fase estacionaria

de crecimiento.

Posteriormente, se determiné la union de la proteina Lrp a la secuencia -413 a +78 de la
region reguladora del gen ompS2. Lo que se encontrd0 fue que Lrp si se une
especificamente a esta region. Lo que es importante resaltar de este experimento es que
se puede observar la formacién de dos complejos intermediarios de DNA-Lrp que
pudieran reflejar diversos sitios de union con diferentes grados de afinidad, datos que
concuerdan con lo observado por Stauffer (1994) y por Pul (2005), en donde observaron
la formacion de mudltiples complejos de unién DNA-Lrp en los genes blanco que
valoraron [Stauffer eta l, 1994 y Pul etal, 2005]. También se determind que la
concentracion de Lrp necesaria para formar complejos Lrp-DNA, con el consiguiente
resultado de depletar la concentracion de la fraccion libre de DNA, es de 0.5uM de

proteina. La concentracion de Lrp que se ha determinado en otros estudios para su
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pegado eficiente al gen correspondiente son: de 0.27 a 69 nM para el gen gcv [Stauffer
et al, 1994]; 11.6 a 93.1 nM para el gen iviIH [Wang et al, 2003]; de 10 a 125 nM para
la region intergenica ompC-micF [Ferrario et al, 1995]; de 10 a 150 nM para los genes
ssrA, hilA e invF [Baek et al, 2009] y de 2 a 10 g para el gen rrnB [Pul et al, 2005]. La
diferencia entre las concentraciones de Lrp utilizadas entre este estudio y los estudios
reportados en la literatura, es debida a que se utiliz6 un modelo inicial para determinar
las concentraciones idéneas de union al gen, con el objetivo de servir de base para

realizar los experimentos posteriores.

Finalmente, se determinaron las secuencias especificas de union de Lrp al gen ompS?2.
Con el ensayo de proteccion a DNAsa se confirmé que la region reguladora del gen
ompS2 que va del -85 al -7, tiene dos secuencias de union a Lrp: a) LRPI que va del
-7 al -42 pb, secuencia que coincide con la secuencia 2; y b) LRPII que va del -
53 al -85 pb, secuencia que coincide con la secuencia 3; de acuerdo a un reporte previo
[Minch et al, 2005].

En cuanto a la funcién de estos sitios de unidn se propone lo siguiente:

e LRP-I parece permitir que un dimero de Lrp se una a esta region con la finalidad
de bloquear la actividad transcripcional de la RNA polimerasa, efecto
regulatorio que es similar al observado en los genes rnB [Pul etal, 2007];
ompC [Ferrario et al, 1995]; micF [Ferrario et al, 1995] y ilvIH [Marasco et al,
1994 y Wang et al, 1993].

e LRP-Il es una secuencia que puede unirse especificamente a las proteinas
reguladoras Lrp y OmpR-P [Ferndndez-Mora et al, 2004], por lo que la unién de
un dimero de Lrp a esta secuencia bloquearia la union del activador Omp-R,
efecto regulatorio similar al observado en los genes ompC'y micF [Ferrario et al,
1995]. La secuencia que va del -85 al -92 pb es una secuencia a la cual se une
OmpR-P [Fernandez-Mora et al, 2004] y que es importante para la activacion de
la fusion, esto debido a que al eliminar dicha secuencia, se puede observar una
importante disminucion de la actividad de hasta 4 veces en comparacion a la
fusion -97-lacZ [Fernandez-Mora et al, 2004].

31



Posteriormente, las secuencias LRP-1 Y LRP-II fueron comparadas con la secuencia
consenso de union de Lrp para las cepas tanto E. coli como de Salmonella
Typhimurium, determinada por Baek y colaboradores en 2009, la cual esta representada
por la siguiente secuencia: 5-YRGHWW/(G)DTTDWDSYR-3" (Y=C o T; H= no G;
W=A0T;D=noC; R=A0G, S=C 0 Gy (G)= G o0 ninguna) [Baek et al/, 2009]. En la
region LRP-I cuya secuencia es la siguiente 5”-tagcatttgctgaaataatattattcagattagga-3~ son
evidentes dos regiones de union a Lrp que estan invertidas una con respecto a la otra, su
similitud a la secuencia consenso es de 11/15 y 10/14. Para la region LRP-II con la
siguiente secuencia; 5" -cgatagtaacttttgtattaattaataacata-3" se encontraron dos regiones de
union a Lrp que también estan invertidas una con respecto a la otra y con identidad a la
secuencia consenso de 11/15 y 8/14. Ver figura 9. Estos datos concuerdan con las
secuencias de union a Lrp propuestas por McFarland (2008) y Brinkman (2003)
[Brinkman et al, 2003 y McFarland et al, 2008].

Figura 9. Alineamiento de las dos secuencias Lrp |y Lrp 1l del gen ompS2. Alineamientos en los que se pueden observar arriba los
sitios donde se une Lrp y abajo se observa la secuencia consenso propuesta por Baek en 2009 y Brinkman en 2003. En rojo se
muestran las bases reportadas por Baek, que no son reportadas por Brinkman y en verde se observan las bases de la secuencia de

ompS2 que concuerdan con la secuencia consenso.

En base a lo mencionado anteriormente se propone el siguiente modelo de regulacion:
Lrp se une inicialmente a los sitios LRP-1 y LRP-1I de forma especifica, unién que

genera que el DNA se curve, causando el reacomodo de los arreglos estructurales de
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toda la region reguladora, como lo propusieron, Cui en 1996, Wang en 1993 y Pul en
2007 y 2009. Dicha curvatura incrementaria la afinidad de Lrp a secuencias no
especificas cercanas, observandose un efecto de cooperatividad, lo cual contribuiria a
que el DNA envuelva a una molécula de Lrp en estado multimérico; con lo cual se
inhibiria la transcripcion del gen, efecto similar al propuesto por Pul en 2005, Cui en
1996, Wang en 1993 y Chen en 2001, 2002 y 2005. Ver figura 10.

Figura 10. Modelo esquematico del mecanismo de activacién y de represion de la transcripcion del

gen ompS2.

Para poder validar este modelo de regulacion, se propone la generacién de una doble
mutante A/rp-Ahns con el objetivo de poder determinar cual es el efecto que presentan
ambas proteinas sobre la regulacion del gen ompS2. En nuestro modelo propuesto
predecimos que al eliminar ambos genes se observara un aumento importante de la

actividad especifica de esta fusion, superior al observado en las mutantes sencillas.

33



IX. Conclusiones

Con los datos generados en los experimentos podemos concluir que:

e Laproteina Lrp es un inhibidor directo de la expresion de ompS?2.

e La secuencia nucleotidica -7 al -42 pb (LRP-I), correspondiente a las cajas
-10 y -35 del promotor, es un sitio especifico de unién a Lrp.

e La secuencia nucleotidica -53 al -85 pb (LRP-II), sitio de union para Omp-R, es
también sitio de unién para Lrp.

e La proteina Lrp no es el Unico inhibidor directo o indirecto de la expresion del
gen ompS2, ya que la mutante /rp no permitié observar la maxima actividad del

gen.

X. Perspectivas
e Realizar un ensayo de complementacion de Lrp, en las cepas tanto silvestre
como en la mutante en Irp, con el objeto de valorar como afecta a la expresion

del gen ompS2, al sobre expresar la proteina Lrp.
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XI. Anexo
Medios de Cultivo

ay b) Medio Luria-Bertani

Cantidad requeridos en gramos o mililitros

(LB) ~ En solucion En solido
Triptona 10 gr 10 gr
Extracto de levadura 5gr 5gr
NaCl 10 gr 10 gr
Agua destilada 1000 ml 1000 ml
Ajustar pHa 7.5 Ajustara 7.5 Ajustara 7.5
Agar | e 15 gr

¢) Medio Nutritivo (MN)

Cantidad requerida en gramos o mililitros

Bacto caldo nutritivo 7gr
Extracto de levadura lgr
Glicerol 2ml
KzHPO, 3.79r
KH2PO, 1.3gr
Agua destilada 1000 ml
d) Medio SOB pH 7 e) Medio SOC

Cantidad requerida en gramos o mililitros

Agua destilada 1000 ml 1000 ml
Bacto triptona 20 gr 20 gr
Extracto de levadura 5gr 5qr.
NaCl 5M 2ml 2ml
KCI 1M 25ml 2.5 ml
MgSO4 1M 10 ml
MgCl; 1M 10 ml
Glucosa 3.2¢gr
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Soluciones amortiguadoras

f) Buffer SET pH 8

Cantidad requerida en gramos o mililitros

Sacarosa 200 gr
Tris HCL 2M. pH 8 125 ml
EDTA 100 ml
Agua destilada 1000 ml
g) Buffer Z5 X pH 7 Solucion

Cantidad requerida en gramos o mililitros

Na;HPO4 40.21 gr
NaH>PO4 13.8 gr
KCI 19gr
MgSO4 0.61 gr
Agua destilada 1000 ml
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