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RESUMEN

Escherichia coli enteropatogena (EPEC) es un agente causal de diarrea aguda en nifios
menores de dos afios principalmente en paises en vias de desarrollo.

Hasta ahora no se conocen todas las sefiales externas e internas que inducen la patogénesis
de EPEC, pues la bacteria como todas las demés, ha desarrollado varios mecanismos de
transduccion de sefiales. Recientemente se ha observado la participacién del segundo
mensajero bis-(2°- 57)-monofosfato de guanosina ciclico (c-di-GMP) en el desarrollo de
virulencia en cepas patdgenas como Salmonella sp., por otra parte, en cepas de E. coli se ha
relacionado con cambios en la motilidad, formacion de biopelicula y biosintesis de polimeros
como celulosa. Los niveles de c-di-GMP son controlados por proteinas especificas con
actividad de diguanilato ciclasa (DGC), en la sintesis, y fosfodiesterasa (PDE) en la
degradacion (Hengge, et al., 2009).

Povolotsky y Hengge (2015) realizaron un anélisis comparativo de genes que codifican los
dominios para DGCs y PDEs, GGDEF y EAL/HD-GYP respectivamente, en 61 cepas de E.
coli, reportando genes especificos en las cepas patdgenas que podrian relacionarse con los
diferentes mecanismos de adherencia a la célula huésped. Dentro del transcriptoma de EPEC
(Hazen, et al., 2015) se observo una expresion diferencial de DGCs y PDEs bajo condiciones
de represion de virulencia (LB) y de expresion de factores de virulencia (medio DMEM,
células HelLa). Todo lo anterior sugiere que la presencia del c-di-GMP puede estar
involucrado en la sefializacién de la expresion de genes de virulencia.

De acuerdo a la investigacion de Hazen et al., (2015) decidimos trabajar con las DGCs y
PDEs que presentaban una expresion diferencial a DO= 0.2 en LB/DMEM dgcJ, pdeB y pdeL
y en HeLa/DMEM dgcZ.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar si la sobreexpresion de dgcJ, dcgZ, pdeB y
pdeL tienen un efecto tanto en la formacion de biopelicula como en la expresion de genes de
virulencia en EPEC. Mediante la cuantificacion de biopelicula en diferentes medios
utilizados en el laboratorio, asi como el andlisis de expresion de ciertos genes involucrados
en la virulencia de EPEC utilizando fusiones transcripcionales, ensayos de western-blot y
perfiles de proteinas secretadas.

Observamos que DgcZ favorece la expresion de la fimbria BFP en medio DMEM. Por otra

parte, DgcJ fomenta la formacion de biopelicula en medio LB a 37° C.



1. INTRODUCCION

1.1 Escherichia coli.
Escherichia coli es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, es la bacteria anaerobia facultativa mas abundante de la microbiota
intestinal humana en donde, generalmente, mantiene una relacion de comensalismo (Kaper,
et al., 2004).

Algunas cepas de E. coli pueden adquirir la capacidad de ser virulentas debido a mutaciones
o0 la adquisicion de componentes gendmicos como plasmidos e islas genémicas (GEls), asi
como mecanismos necesarios para la supervivencia y la capacidad de propagacion entre
huéspedes (Dobrindt et al., 2004; Kaper, et al., 2004; Garmendia, et al., 2005).

Entre los patotipos de E. coli asociados a enfermedades gastrointestinales se incluyen: E. coli
adherentedifusa (DAEC), enteroagregativa (EAEC), enterohemorrdgica (EHEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatdgena (EPEC) y enterotoxigénica (ETEC), consideradas un
problema mundial de salud debido a su alto indice de infeccidn en los humanos (Nataro &
Kaper, 1998; WHO, 2017).

1.1.1 Escherichia coli enteropatdgena
E. coli enteropatogena, fue el primer patotipo descrito de E. coli y uno de los seis patdgenos
entéricos identificados en 1980 en un brote diarreico en nifios menores de 2 afios en Inglaterra
(Natarro & Kapper, 1998). Las infecciones por EPEC presentan una tasa de mortalidad que
va del 30 al 50% (Senerwa et al., 1989; Natarro & Kapper, 1998) centrandose en paises
subdesarrollados como México (Vidal et al., 2007), y en lugares de aglomeracion infantil,

como guarderias y parques (Spears, et al., 2006).

Tal como las cepas diarreicas EHEC y Citrobacter rodentium, EPEC genera la lesion de
adherencia y esfacelamiento (A/E) de los enterocitos (Croxen, et al., 2013), por lo que se les

agrupa dentro de la familia A/E.



Esta lesion se caracteriza principalmente por la destruccion de las microvellosidades de los
enterocitos, la adherencia intima a estos y la formacion de una estructura tipo pedestal rica

en actina, justo debajo de la bacteria (Fig. 1).

Entre los signos que presentan los pacientes infectados por EPEC son el vomito, fiebre y

diarrea aguda (Ochoa & Contreras, 2011). Generalmente los nifios se enferman via oral-fecal

principalmente por agua y alimentos contaminados (Senerwa et al., 1989).

- i

Figura 1. Micrografia de la lesion de Adherencia y Esfacelamiento. Se muestra la lesion A/E
provocada por EPEC en la mucosa intestinal humana. A la izquierda (a) se observan enterocitos
infectados por EPEC donde las microvellosidades sefialadas (MV) no presentan atrofias en ausencia
de EPEC, en contraste a cuando la bacteria se adhiere al hospedero (E). En la derecha (b) se presenta
la infeccion por EPEC donde se destruyen las microvellosidades del enterocito (MV) y se presenta la
formacion de la estructura tipo pedestal (P). Modificado de Deborah & Frankel (2005).

EPEC es utilizado como modelo para la investigacidn de patdgenos humanos en el desarrollo
de las lesiones A/E, por lo que su estudio nos da informacién sobre el mecanismo de

virulencia de la familia A/E.

1.1.2 Modelo de infeccion
La lesion A/E es inducida por un mecanismo de patogenicidad que se presenta en tres etapas:
a) adherencia inicial, b) transduccion de sefiales y c) anclaje intimo (Fig. 2).
La etapa de adherencia inicial en EPEC, esta mediada por la fimbria BFP (bundle forming
pili) (Deborah & Frankel, 2005), que permite la union entre las bacterias formando
microcolonias (fenotipo de autoagregacion) y posteriormente la union localizada con las
células del huésped. La fimbria BFP esta codificada en el plasmido de virulencia EAF (EPEC



adherence factor), donde también se encuentran codificados los genes del operon perABC
(plasmid encoded regulator), particularmente perA es un activador transcripcional de bfp. No
todos los serotipos de EPEC presentan el plasmido EAF (Whittam & McGraw, 1996), por lo
que no presentan el fenotipo de agregacion en el tejido hospedero. Las cepas carentes de EAF

se les agrupa como EPEC atipicas (Scaletsky, et al., 1984).

La segunda etapa (Fig. 2), se caracteriza por el ensamblaje del inyectisoma codificado en la
isla LEE que le permite a la bacteria transportar proteinas efectoras a través de su propia
membrana a otra célula (Coburn, et al., 2007).

El inyectisoma es un complejo supramolecular parecido a una jeringa, que se encuentra en
diversas bacterias patdgenas como EHEC, Salmonella sp. y Pseudomonas aeruginosa.

La estructura de este sistema depende de diversas proteinas que se agrupan en: componentes
de cuerpo basal, sistema de exportacion, apéndice extracelular y efectores citoplasmaticos
(Hueck, 1998). Entre las que destacan encontramos a: EscD, EscJ, EscL, EscN, EscR, EscS,
EscT, EscU, EscV que forman un anillo interno en la membrana, Escl conecta al anillo
interno con EscC que forma el anillo externo, y en la parte exterior EscF forma una estructura
tipo aguja (Deng, et al., 2005; Gaytan, et al., 2016). EI SST3 que constituye el inyectisoma
permite translocar diversas proteinas, llamadas efectores bacterianos al huésped eucariético,

permitiéndole a la bacteria desarrollar infecciones exitosas.

Por ultimo, la adherencia intima ocurre cuando Tir (translocated intimin receptor) es
translocado al enterocito, este receptor se une a una adhesina bacteriana llamada intimina.
Ademaés de esto Tir se involucra en la eliminacion de las microvellosidades y el reclutamiento
de proteinas del citoesqueleto para formar el pedestal (estructuras formadas por la

polimerizacion dinamica de actina del hospedero) (Ruchaud-Sparagano, et al., 2011)

Entre las proteinas que se translocan y participan en la lesion A/E se encuentran: EspF y
EspG afectando la localizacion de acuaporinas, EspH participa en la sefializacion de la
polimerizacion de actina en el huésped y junto con EspB inhibe la fagocitosis por macré6fagos
y Map que estimula la formacion de filopodios de membrana y disfuncién mitocondrial
(Deng, et al., 2005; Croxen, et al., 2013; Gaytan, et al., 2016).
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Figura 2. Modelo esquematico de la infecciéon por EPEC. A) La fimbria BFP media la adherencia
inicial entre las bacterias y el enterocito. B) Mediante el sistema de secrecion tipo tres (SST3) que
funciona como inyectisoma, la bacteria transloca proteinas efectoras, asi como Tir al enterocito. C)
Tir se ancla en la membrana de la célula blanco y se une a la adhesina bacteriana intimina, generando
la adherencia estrecha, el rearreglo del citoesqueleto en el enterocito y la lesién A/E.
(http://fernness.com/science-01.html))

1.1.3 Isla de patogenicidad LEE

La mayoria de los genes involucrados en la formacion del inyectisoma y que codifican para
proteinas efectoras se encuentran en el cromosoma bacteriano, dentro de una isla de
patogenicidad (Pathogenicity islands) de 35.6 Kb llamada LEE (locus de eliminacion del
enterocito) (Elliot, et al., 2000; Croxen, et al., 2013). LEE presenta 41 marcos de lectura
abiertos (Open Reading Frame, ORF) organizados en cinco operones policistrénicos (LEE1,
LEE2, LEE3, LEE4 y LEES), dos bicistronicos (LEE6 y LEE7) y 4 monocistronicos (Fig.
3).
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Figura 3. Organizacion de la Isla de Patogenicidad LEE en EPEC E2348/69. Modificado de
Gaytan, et al. (2016)

La regulacion de la expresion de LEE a nivel de activacion transcripcional esta dada
principalmente por Ler, codificada dentro del primer operén de la isla. Ler activa la
transcripcion de los operones LEE2, LEE3, LEE4, LEE5 y LEE7 (Elliot, et al., 2000;
Sperandio, et al., 2000; Haack, et al., 2003). Dentro del séptimo operon de la isla se
encuentran codificadas otras dos proteinas claves en la regulacion de LEE: GrlA (Global
regulator of LEE Activator) y GrIR (Global regulator of LEE repressor).

GrlA es capaz de activar la transcripcion de Ler, creando un circuito de activacion Ler-GrlA
(Barba, et al., 2005) por otra parte GrIR se une a GrlA suprimiendo su funcién (Padavannil,
etal., 2013).

Ler también es capaz de contrarrestar el silenciamiento que ejerce H-NS sobre la activacion
de LEE, uniéndose cerca de las regiones donde se une H-NS (Bustamante, et al., 2001). H-
NS es un silenciador global de genes adquiridos por transferencia horizontal (Navarre, et al.,
2007), sobre la isla LEE forma un complejo con el DNA impidiendo la union de la RNA

polimerasa con la secuencia promotora (Bustamante, et al., 2001).



1.2 Biopelicula bacteriana
Como todos los organismos, las bacterias se enfrentan a condiciones ambientales que pueden
interferir o ser perjudiciales tanto para su supervivencia como su desarrollo en un nicho
ecologico. Entre los factores adversos se encuentran la disponibilidad de nutrientes, presencia
de antibioticos, cambios en pH, concentracion de oxigeno, entre muchos otros (Goller &
Romeo, 2008).

Algunos microorganismos responden ante estos cambios agrupandose sobre una superficie,
recubiertas de una matriz polimérica extracelular, presentando diferentes estados metabdlicos
y de expresion génica dependiendo de su ubicacion dentro de la conglomeracion, a esta
comunidad se le conoce como biopelicula (Flemming, et al., 2016).

1.2.1 Caracteristicas de biopeliculas bacterianas
Dentro de las biopeliculas podemos encontrar ciertos rasgos muy llamativos por la manera
en que se coordinan todos los integrantes. Aunque generalmente se cree que los miembros
pertenecen a la misma especie bacteriana, la realidad muestra que también pueden

conformarse por diversas especies (Flemming, et al., 2016).

Todas las bacterias que conforman la biopelicula estan unidas a la superficie o entre ellas por
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) compuestas por diversas moléculas como: acidos
nucleicos, lipidos, proteinas y, en mayor abundancia, polisacaridos (Gupta, et al., 2016). Las
EPS son producidas por las propias bacterias y les proporcionan soporte, capacidad para
comunicarse, retener nutrientes y proteccion ante el ambiente (Vila, et al., 2008; Flemming,
etal., 2016).

Dentro de la biopelicula encontramos pequefios nichos con caracteristicas particulares de:
pH, concentracion de iones, oxigeno, carbono y nitrogeno (Costerton, et al., 1994; VVroom,
et al., 1999), mejor conocidos como microambientes, que desarrollan diferentes roles

metabolicos que permiten la persistencia de las bacterias en cualquier ambiente.



Otra de las caracteristicas de las biopeliculas es la presencia de sistemas de canales que
permiten el flujo de nutrientes y desechos de todas las células, ademas de la tolerancia a
antimicrobianos posibilitada por la impermeabilidad de las EPS (Stewart, et al., 2001).

1.2.2 Formacion y desarrollo de biopeliculas
La formacion de las biopeliculas (Fig. 4) se ha dividido en 5 etapas generales (Flemming, et
al., 2016). Inicialmente las bacterias fundadoras se adhieren a una superficie por medio de
fimbrias o flagelos, esta adherencia se le conoce como adherencia reversible debido a que las
celulas no se encuentran unidas de manera estrecha a la superficie, y por lo tanto ain pueden
migrar a otro nicho. En esta etapa las células perciben las condiciones ambientales que

permitirdn la constitucion de la biopelicula (Vila, et al., 2008; Flemming, et al., 2016).

Posteriormente, la poblacién celular aumenta y se inicia la secrecion de EPS de manera
moderada, conllevando una adherencia mas sélida a la superficie (Gupta, et al., 2016). La
expresion de fimbrias y flagelos bacterianos se interrumpe para permitir un cambio de vida

planctonica a una asociada (Flemming, et al. 2016).

Figura 4. Etapas de formacion de biopeliculas. (1) Las células individuales se adhieren a una
superficie. (2) Una vez que se establecen comienzan a adherirse a la superficie de manera irreversible.
(3) La poblacion crece, se forman microcolonias y por medio de la comunicacion celular se
incrementa la produccion de EPS, (4) la biopelicula desarrolla una arquitectura tridimensional y
organizada. (5) Finalmente las células individuales se separan de la biopelicula y pueden colonizar
nuevas superficies. (Ettinger, 2009)



En la tercera etapa, las bacterias adheridas forman microcolonias, aumentan su poblacién y
permiten que nuevos organismos puedan agregarse (Vila, et al., 2008; Gupta, et al., 2016;
Flemming, et al., 2016), proporcionando un incremento en la produccion de EPS (Flemming,
etal., 2016).

Después se desarrolla una estructura organizada dada por el crecimiento tridimensional de la
biopelicula y la delimitacion espacial de las interacciones bacterianas (Vila, et al., 2008),
creando compartimentos heterogéneos en composicion fisicoquimica que afectan y
contribuyen a la diferenciacién fisioldgica y expresion génica diferencial de los organismos
(Flemming, et al., 2016).

Finalmente, mediante enzimas capaces de degradar la matriz exopolimérica, algunas células
se desprenden de la biopelicula y se dispersan para colonizar un nuevo nicho, y si es posible,
formar una nueva biopelicula (Vila, et al., 2008; Gupta, et al., 2016; Flemming, et al., 2016).
Dentro de las causas que determinan que las células se liberen de la biopelicula, encontramos
principalmente a las condiciones nutricionales, esto lo detectan las bacterias por medio de
moléculas sefializadoras propias del quérum sensing o por sistemas de dos componentes
(Ramirez-Mata, et al., 2014)

1.2.3 Biopeliculas y virulencia
Actualmente, algunos estudios hacen hincapié en la relacion biopelicula-virulencia, donde la
formacion de estas comunidades contribuye al incremento de la patogenicidad, tolerancia a
antibidticos y/o la permanencia dentro del hospedero (Parsek & Sing, 2003; Reisner et al.,
2006).

Entre algunas bacterias donde se ha encontrado la relacion biopelicula-virulencia destacan
Pseudomonas aeruginosa (Phillips & Schultz, 2012), Staphylococcus aureus (Archer, et al.,
2011), Salmonella enterica Typhimurium (Xu, et al., 2010) y E. coli uropatégena (Mittal, et
al., 2015). Pese a las relaciones encontradas, no es posible concluir que la formacion de

biopelicula conlleva patogenicidad y viceversa (Flemming, et al., 2016).



1.2.4 Biopelicula en EPEC
Para cepas de E. coli se sabe que factores como flagelos, fimbrias, antigeno 43 y componentes
de matriz extracelular como celulosa, acido colanico y poli-p-1,6-N-acetil-D-glucosamina,
contribuyen a la formacién de biopeliculas (Danese, et al., 2000; Pringent-Combaret, et al.,
2000; Jacobsen et al., 2008).

Aunque no se ha estudiado a profundidad el proceso de formacion de biopelicula en EPEC,
se sabe que el mecanismo difiere con el que presenta E. coli K-12, esto es debido a que el
genoma de E. coli K-12 es diferente en un 25% con serotipos relacionados a EPEC
(Luckjanceko, et al., 2010). EPEC presenta 1 Mb mas en su genoma y no presenta genes
relacionados con la produccion de poli-p-1,6-N-acetilglucosamina que en E. coli K-12 son

necesarios para la formacion de biopeliculas (Reisner, et al, 2006; Iguchi, et al., 2009).

Existen otros ejemplos en los que diversos serotipos de la misma especie utilizan estrategias

y apéndices diferentes para la formacion biopelicula (Yildiz & Vilsick, 2009).

E. coli enterohemorragica (EHEC) es una cepa relacionada genéticamente con EPEC,
algunos estudios han demostrado que cepas EHEC son capaces de adherirse, colonizar y
formar biopeliculas en las que participan adhesinas, pili de tipo 1, flagelos, curli (proteinas
fibrosas extracelulares), entre otros factores (Cookson, et al., 2002). Pese a que EPEC forma
microcolonias e infecciones persistentes, no se conoce mucho respecto a la formacion de

biopelicula y como sobrevive fuera del hospedero.

En el primer estudio sobre la formacion de biopelicula de EPEC E2348/69 (Moreira, et al.,
2006), se obtuvo la formacion de una biopelicula robusta bajo condiciones de flujo continuo
independientemente de la superficie que colonizan y se encontro la participacion de algunas
estructuras bacterianas como fimbrias tipo 1, Ag43, BFP y EspA (proteina estructural del
filamento del SST3) en las etapas iniciales de la formacion de la biopelicula bacteriana (Fig.
5).

10



Posteriormente se evaluo la formacion de biopelicula en cepas atipicas de EPEC (aquellas
que no poseen el pldsmido EAF), en donde se encontré que algunas cepas formaban
biopeliculas sélo a cierta temperatura en superficies abidticas interfase aire-liquido (Weiss-
Muzkat, et al., 2010). En otro estudio de cepas atipicas (Nascimento, et al., 2014) se
reportaron mutantes incapaces de formar biopelicula y adherirse a superficies abioticas, las
mutaciones se encontraron en genes de fimbrias tipo 1 (fimC, fimD y fimH), la diguanilato
ciclasa DgcZ, ATP sintetasa F1 y el gen no caracterizado yjiC.

Superficie abiodtica Superficie abiotica
estatica con flujo continuo.
¢Nuevas Fimbrias tipo |.

Adhesidn a la adhesinas?

superficie

Fimbria tipo |, BFP, EspA

F iond
ormacion de Ag43, EspA, BFP.

microcolonias

Desarrollo y

maduracién de la La biopelicula se Ag43
biopelicula arresta en el ¢ Produccion de
estado de exopolisacarido?
microcolonia. ¢ Participacion de
SST2?

Dispersion

¢Presencia de
BFP o flagelo?

Figura 5. Formacion de biopelicula en EPEC E2348/69. Se presentan los dos modelos de
formacion de biopelicula en superficies abioticas bajo condiciones estaticas y de flujo continuo. Bajo
condiciones estaticas, la adherencia inicial podria estar modulada por la participacién de nuevas
adhesinas, posteriormente en la formacion de microcolonias participan fimbrias de tipo I, Ag43, EspA
y BFP donde por condiciones desconocidas, la formacion de la biopelicula se detiene. Por otro lado,
bajo flujo continuo la adherencia inicial estd mediada por fimbrias de tipo I, la formacion de
microcolonias depende al menos de BFP y EspA, el desarrollo de la biopelicula madura requiere del
antigeno 43y tal vez exopolisacarido y secrecién de tipo Il. Esta biopelicula mas tarde se dispersa,
probablemente utilizando flagelos, que se expresan solo a las 24 h (Modificado de Moreira, et al.,
2006).

Se conoce muy poco sobre la capacidad de EPEC para formar biopelicula. Debido a que las
bacterias formando biopeliculas son tolerantes a los antimicrobianos, la investigacién sobre
formacion de biopeliculas de EPEC puede ayudarnos a comprender su posible relacion con

las infecciones persistentes.
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1.3 Bis-(2°,5%)-monofosfato de guanosina ciclico

Tanto la formacion de biopelicula como la virulencia son respuestas celulares a ciertas
sefializaciones ambientales. Los segundos mensajeros son moléculas de bajo peso molecular
que participan en la sefializacion celular para potenciar o retransmitir una sefial en la célula.
Generalmente en las bacterias el segundo mensajero més conocido es el monofosfato de
adenosina ciclico (AMP ciclico) relacionado con la utilizacién de fuentes de carbono de la
bacteria (DiPilato & Zhang, 2008). El tetrafosfato de guanosina ((p)ppGpp) es otro segundo
mensajero relacionado a la limitacion de nutrientes, crecimiento y estrés (DiPilato & Zhang,
2008). Ademas de los dos segundos mensajeros mencionados, existe un tercero que es Unico
en bacterias (Hengge, et al., 2009; 2016) denominado bis-(3",5")-acido diguanilico ciclico
(di-GMP ciclico).

El di-GMP ciclico es una molécula formada por dos unidades de riboguanosina unidas por
enlaces 3"-5"fosfodiéster (Hengge, et al., 2009). Inicialmente el di-GMP ciclico se describio
como un activador alostérico de la produccion de celulosa en Gluconacetobacter xillynus
(Ross, et al., 1987); actualmente se le ha involucrado en varios procesos celulares como la
produccion de exopolisacaridos, cambio de vida planctonica, motilidad, formaciéon de
biopelicula, expresion de fimbrias y virulencia (Hengge, et al., 2009).

1.3.1 Sintesis de di-GMP ciclico
La regulacion de la concentracion de di-GMP ciclico estad determinado por la accion
antagoénica de dos clases de enzimas: diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas (Fig. 6) (Hengge,
et al., 2009; 2016).

Las diguanilato ciclasas (DGCs) son enzimas encargadas de la sintesis del di-GMP ciclico,
forman un homodimero donde cada unidad toma una molécula de guanosin trifosfato (GTP)
y, mediante la unién del intermediario diguanosin-tetrafosfatado (pppG3'p5°G), se forma el
di-GMP ciclico (Paul, et al., 2004; Hengge, et al., 2009; 2016). Por otra parte, las

fosfodiesterasas (PDES) catalizan la hidrolisis del di-GMP ciclico al nucleétido lineal 5°-
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fosfoguanilil-(3"-5")-guanosina (pGpG) que posteriormente se transforma a GMP (Christen,
et al., 2005; Hengge, et al., 2009; 2016).

Tanto las DGCs como las PDEs, presentan dominios funcionales en su extremo carboxilo
terminal, caracteristicos de su actividad (Hengge, et al., 2009), las DGCs presentan un
dominio conocido como GG(D/E)EF por los residuos de aminoécidos que presenta (Gly-
Gly-(Asp/Glu)-Glu-Phe), por su parte las PDEs también poseen uno de dos dominios
especificos, conocidos como EAL (Glu-Ala-Leu) 6 HD-GYP (His-Asp-Gly-Tyr-Pro).
Algunas proteinas con dominios de DGC o PDE, cuentan con otros dominios asociados a
fosforilaciones, unién a DNA, union a proteinas, etc. (Hengge, et al., 2009; 2016). Debido a
la presencia de los dominios conservados, se ha establecido una nomenclatura general para

nombrarlas, de acuerdo con la funcidon que desempefien (Hengge, et al., 2016).
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Figura 6. Sintesis de di-GMP ciclico. Las diguanilato ciclasas con dominio GGDEF catalizan la
sintesis del di-GMP ciclico por medio de la unidn de dos moléculas de GTP. Las fosfodiesterasas con
dominios EAL o HD-GYP hidrolizan al di-GMP ciclico hasta formar GMP (Modificado de Jenal, et
al., 2017)

Aunque las DGCs y PDEs se encuentran en casi todas las bacterias, las vias de sefializacién
de este segundo mensajero no son igualmente abundantes en las bacterias, donde algunas
cepas aun dentro de la misma especie presentan cantidades diferentes de genes que codifican

para DGCs o PDEs (Hengge, et al., 2016). La presencia o ausencia de algunos de estos genes
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podria indicar que no poseen una actividad redundante; a lo largo del ciclo de vida de la
bacteria, se ha reportado la expresion diferencial y especifica de DGCs y PDEs que conlleva
a una produccion de di-GMP ciclico diferente en concentracion y ubicacion dentro de la
célula, por lo que se sugiere que dependiendo del lugar y gradiente de concentracion, ciertos
efectores se activan o reprimen, es decir la sefializacion por di-GMP ciclico es especifica
(Hengge, et al., 2009 ; 2016).

1.3.2 di-GMP ciclico en EPEC
Aunque en la década de los 90 se describio al di-GMP ciclico (Ross, et al., 1987), ain no se
ha estudiado a profundidad su papel en bacterias. En E. coli K-12 se encuentran codificados
29 genes relacionados a dominios de DGC o PDE, en donde 12 corresponden al dominio
GG(D/E)F, 13 a dominios EAL y 4 presentan ambos dominios (Hengge, 2010; Povolotsky
& Hengge, 2012). Aunque se han estudiado algunas de las enzimas de di-GMP ciclico en E.

coli, quedan otras por ser estudiadas (Povolotsky & Hengge, 2015).

Retomando la idea de que al parecer no existe redundancia funcional en DGCs y PDEs,
podemos encontrar que ciertas cepas de E. coli, de acuerdo con su habitat, tengan ausentes
algunas de estas proteinas. Un estudio reciente refuerza esta idea (Povolotsky & Hengge,
2015), ya que al realizar un analisis bioinformatico de 61 cepas de E. coli tanto patdgenas
como ambientales, se encontr6 que algunos patotipos tienden a poseer ciertas DGCs o PDEs,
como ejemplo tenemos que EPEC no comparte todas las DGCs y PDESs con otras cepas A/E
como EHEC. Por lo que la adecuacién a los habitats y los mecanismos presentes en las cepas,

estan en funcion con la presencia o ausencia de estas proteinas.

EPEC presenta 10 genes de DGC: dgcC, dgcE, dgcF, dgcl, dgcJ, dgcM, dgceN, dgeP, dgcQ
y dgcZ; donde dgcE tiene una insercion ISEc13 que suprimen sus actividades como
catalizadoras de la sintesis de di-GMP ciclico, dgcM posee una delecion en el nucleétido 88
que codifica para una proteina con una delecion en el carboxilo terminal perdiendo el
dominio de DGC por lo que no es funcional y dgcQ tiene una delecion de un nucle6tido
después de los nucledtidos 1282 que da a lugar a un corrimiento del marco de lectura por lo

que no es funcional.
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Por otra parte, posee 12 genes relacionados a PDEs: pdeA, pdeB, pdeC, pdeD, pdeF, pdeH,
pdel, pdeK, pdeL, pdeN, pdeO y pdeR. En el que pdeC presenta un codon de término en los
nucledtidos 414 dando lugar a una proteina tuncada pero aparentemente funcional, ya que
conserva su dominio EAL.

Y, finalmente presenta 4 genes que codifican para proteinas con dominios de DGC y PDE:
csrD, cdgl, rflP y bluF (Povolotsky & Hengge, 2015; NCBI, 2017).

Se han estudiado algunas DGCs o PDEs que E. coli y EPEC comparten, aunque no se han
investigado propiamente en EPEC, por lo que la funcion del di-GMP ciclico, por medio de

la regulacion de DGCs y PDEs, aun debe investigarse en EPEC.

2. ANTECEDENTES
Hazen y colaboradores (2015) publicaron el transcriptoma de EPEC E2348/69 bajo
condiciones de represion y expresion de genes de virulencia (medio LB y DMEM/ células

HelLa respectivamente) en tres fases de crecimiento.

La comparacion del transcriptoma global, por medio de RNA seq, se utiliz6 para identificar

diferencias en la expresion de genes entre estas condiciones (Hazen, et al., 2015).

Algunos de los genes expresados diferencialmente son dgcJ, pdeB y pdeL los cuales se
expresan preferentemente en medio LB a DO=0.2 (Fig. 7), por lo que podrian estar siendo
reprimidos cuando se expresan factores de virulenciaen DMEM. Ademas, en esta condicién,

se observo la transcripcion de factores de virulencia conocidos, como: ler, tir o bfpA,.

Por otra parte, dgcZ se expresO preferentemente cuando se infectaron células HelLa con
EPEC, en comparacion a cuando la bacteria crecio en medio DMEM a DO=0.2 (Fig. 8), lo
cual contrasta con el perfil transcriptomico de ler, que fue mayor en medio DMEM que en

células Hela.
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Figura 7. Expresion diferencial de algunos genes de EPEC entre medio DMEM vy LB.
La expresion de dgcJ, pdeB y pdeL es mayor en medio LB comparada con DMEM; lo anterior
contrasta con los transcritos de ler, tir y bfpA en medio DMEM.

Debido a los pocos estudios de DGCs y PDEs en EPEC, y tomando en cuenta la expresion
diferencial de los genes, decidimos trabajar con estas DGCs y PDEs para conocer su

participacion en la expresion de virulencia o formacion de biopelicula.
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Figura 8. Expresion diferencial de algunos genes de EPEC entre células HeLa y medio
DMEM. La expresion de dgcZ es mayor en células HeLa comparada con DMEM. Ello
contrasta con la transcripcién de ler que se favorece en medio DMEM comparado con células
Hela.

16




2.1 dgcJ (yead)
Es una DGC que posee dominio GGDEF, ademaés presenta otro dominio cuya funcién no ha
sido caracterizado denominado GAPES (Gammaproteobacterial Periplasmic Sensory). Su
expresion en E. coli K-12 reduce la motilidad y regula la formacion de biopelicula
(Sommerfeldt, et al., 2009; Sanchez-Torres, et al., 2011; Hengge, et al., 2016)

2.2 dgcZ (ydeH)
Ademas de presentar el dominio GGEEF, posee un dominio CZB (cofactor zinc binding) que
regula alostéricamente con Zn?* su actividad. En E. coli K-12 esta participa en la produccion
de PGA (Bohem, et al., 2009) y se ha observado que al interaccionar con el complejo FRD
(fumarato reductasa) la bacteria es capaz de desprenderse de la superficie a la cual esta
adherida, cuando desarrolla biopelicula (Jonas, et al., 2008; Romling, et al., 2013; Lacanna,
etal., 2016).

2.3 pdeB (ylaB)
Es una fosfodiesterasa con dominio EAL anclada a la membrana interna, actualmente se
conoce que esta involucrada en la regulacion de formacién de biopelicula en E. coli K-12
(Herbst, et al.,2018).

2.4 pdeL (yahA)

Es una fosfodiesterasa que presenta los dominios EAL y uno tipo LuxR que le permite unirse
al DNA (Reinders, et al., 2015). Para su funcionamiento requiere como cofactor Mg?
principalmente, aunque puede utilizar Mn?* y su actividad se reprime con Ca?*.

En E. coli adherente-invasiva (AIEC), la mutante en pdeL restaura parcialmente los defectos
asociados a la pérdida del gen de filamento AfilA. En la cepa doble mutante se observoé la
restauracion de la adhesion, invasion y sintesis de pili tipo I, factores clave para el desarrollo
de virulencia (Schmidt, 2005; Claret, 2007).
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3. HIPOTESIS

Las actividades de las proteinas: DgcJ y DgcZ (DGC), PdeB y PdeL (PDE) son relevantes
en la expresion de los genes de virulencia y la formacion de biopelicula en EPEC E2348/69
(Fig. 9).
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Figura 9. Modelo hipotético de la relacion entre di-GMP ciclico y virulencia 6 formacién de
biopelicula en EPEC E2348/609.

4. JUSTIFICACION

Debido al impacto sobre la salud humana que presentan los agentes enteropatdgenos,
especialmente los patdgenos A/E, es necesario estudiar las bases moleculares que favorecen
la infeccion en el hospedero. Aunado a lo anterior se desconoce la participacion del segundo

mensajero, di-GMP ciclico, en los procesos de patogénesis en estas cepas.
Por lo cual, nuestro interés radica en conocer si las DGCs y PDEs codificadas en el genoma

de EPEC participan en procesos que le permiten establecer una infeccién exitosa y, por otra

parte, encontrar nuevos blancos farmacéuticos para su tratamiento.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar el papel que juegan dos DGCs y dos PDEs en la expresion de los factores de
virulencia y la formacién de biopelicula en la cepa tipica de Escherichia coli enteropatégena
E2348/69.

5.2 Objetivos particulares
Evaluar en EPEC el efecto de la sobreexpresion de los genes dgcJ, dgcZ, pdeB y pdeL sobre:
1- La expresion de BFP y algunos de los componentes del inyectisoma codificado en la isla
LEE (EspA, EspB/D, EspC, EscJ, Tir).
2- La formacidn de biopelicula.

5.3 Objetivos especificos
1- Clonar los genes dgcJ, dgcZ, pdeB y pdeL de EPEC en el vector de expresion pMPM-T®6.
2- Analizar el efecto de la sobreexpresion individual de estos genes en la regulacion de los
factores de virulencia mediante:
2.1- Visualizar el perfil de secrecion de las proteinas ESpA, EspB/D y EspC por SDS-PAGE.
2.3- Detectar por western blot las proteinas Tir, EspB y EscJ, todas ellas codificadas en el
LEE
2.4- Determinar mediante fusiones con el gen reportero cat la actividad transcripcional de los
promotores de los operones bfpA y LEE2.
3- Determinar el efecto de la sobreexpresion individual de estos genes en la formacion de
biopelicula sobre una superficie abidtica (placas de poliestireno de 96 pozos), evaluando en
5 medios utilizados en el laboratorio, a 30 y 37° C por 12, 24 y 36 horas.
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6. METODOS
6.1 Plasmidos y cepas

En este trabajo se emplearon las cepas, plasmidos y oligonucle6tidos descritos en la Tabla 1
y Tabla 2, respectivamente.

Tabla 1. Plasmidos y cepas utilizados.

Plasmido
pMPMABD

Descripcién

Plasmido que lleva subdominio ABD de
RcsC bajo un promotor inducible con
arabinosa. Derivado de PMPM T6

Referencia

Oropeza, et al. (2015)

pPMPM T6

Plasmido de bajo nimero de copias, TcR,
posee un promotor inducible con

arabinosa.

Mayer, P. (1995)

pMPM T6-dgcJ

Derivado de pMPM T6 que expresa DgcJ.

Este trabajo.

pMPM T6-dgcZ

Derivado de pMPM T6 que expresa DgcZ.

Este trabajo.

pMPM T6-pdeB

Derivado de pMPM T6 que expresa PdeB.

Este trabajo.

pPMPM T6-pdeL

Derivado de pMPM T6 que expresa PdeL.

Este trabajo.

pCAT232

Fusidn transcripcional con la region
promotora (-232 a +76) de bfpA unido al
gen reportero cloranfenicol acetil
transferasa. ApR

Puente, et al. (1996)

pKK232-8+LEE2-cat

Fusion transcripcional de la regién -469 a
+121 a partir del inicio de LEE2 unido al
gen reportero cloranfenicol acetil

transferasa. ApR

Bustamante, et al. (2001)

Cepa Descripcién Referencia
E. coli K-12 Silvestre Cepa de laboratorio
EPEC Silvestre, SmR. Levine, et al. (1978)
EPEC E2348/69
AperA EPEC mutante en perA SmR, KmR Bustamante, et al. (2001)
Aler EPEC mutante en ler, SmR Puente, et al., (1996)
EPEC-T6 EPEC SmR, transformada con pMPMT®6, Este trabajo
TcR
EPEC-dgcJ EPEC transformada con pMPMT®6 -dgcJ. Este trabajo
EPEC-dgcz EPEC transformada con pMPMT®6 -dgcZ. Este trabajo
EPEC-pdeB EPEC transformada con pMPMT6 -pdeB. Este trabajo
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EPEC-pdeL

EPEC transformada con pMPMT®6 -pdeL.

Este trabajo

K-12-pABD

E. coli K-12 transformada con
pPMPMABD.

Oropeza, et al. (2015)

EPEC E2348/69- pCAT232

EPEC transformada con pCAT232.

Puente, et al. (1996)

AperA-pCAT232

EPEC AperA transformada con pCAT232.

Este trabajo

EPEC-T6- pCAT232

EPEC-T6 transformada con pCAT232.

Este trabajo

EPEC-dgcJ - pCAT232

EPEC-dgcJ transformada con pCAT232.

Este trabajo

EPEC-dgcZ - pCAT232

EPEC-dgcZ transformada con pCAT232.

Este trabajo

EPEC-pdeB - pCAT232

EPEC-pdeB transformada con pCAT232.

Este trabajo

EPEC-pdeL- pCAT232

EPEC-pdeL transformada con pCAT232.

Este trabajo

EPEC-pLEE2 EPEC transformada con pKK232- Este trabajo
8+LEE2-cat.
Aler-pLEE?2 EPEC Aler transformada con pKK232- Este trabajo
8+LEE2-cat .
EPEC-T6-pLEE?2 EPEC-T6 transformada con pKK232- Este trabajo
8+LEE2-cat .
EPEC-dgcJ/ pLEE2 EPEC-dgcJ transformada con pKK232- Este trabajo
8+LEE2-cat.
EPEC-dgcZ/ pLEE2 EPEC-dgcZ transformada con pKK232- Este trabajo
8+LEE2-cat.
EPEC-pdeB/ pLEE?2 EPEC-pdeB transformada con pKK232- Este trabajo
8+LEE2-cat.
EPEC-pdeL/ pLEE2 EPEC-pdeL transformada con pKK232- Este trabajo
8+LEE2-cat.
Tabla 2. Oligonucle6tidos empleados
Nombre Secuencia ™
DgclJ Sall TGGCTGTCGACTTGGCTCAG 45°C
DgcJ Xbal CTTTATCTAGATTTCTCGTTTC 45°C
DgcZ Ncol GAGTGGCCATGGTCAAGAAGAC 48°C
DgcZ Sall CAAATGGGTCGACTAATGAACG 48°C
PdeB Xbal TCCACATCTAGATATACTTTCCC 48°C
PdeB Xhol CCATTGTTTCTCGAGTTTGGC 48°C
PdeL Ncol GGTGTGTCCATGGATTCATGTG 48°C
PdeL Sall CAGGAGTCGACTCTGGTGCC 48°C

Los nucleotidos subrayados indican el sitio de reconocimiento para las enzimas de restriccién

utilizadas (en negrita).
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6.2 Condiciones de crecimiento
Todos los preindculos utilizados se crecieron ON a 37° C con agitacion en 5 mL de medio
LB (Luria-Bertani: 10 g/L de triptona de caseina, 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de
NaCl a pH 7.5). Posteriormente se inocularon 50 pL en LB con el respectivo antibiético o en
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con 0.01% de LB. Para los medios sélidos
se agregd 15 % de agar. Las concentraciones para medio con antibidtico son las siguientes:
Sm 100 pg/mL, Tc 15 pg/mL, Ap 100 pg/mL, Km 30 pg/mL.

6.3 Extraccion de DNA
Para la extraccion de DNA gendmico y plasmidico se utilizo el kit Wizard® Genomic DNA
Purification y el Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit, respectivamente, siguiendo al pie de la letra

los instructivos.

6.4 Condiciones de PCR
Con el fin de amplificar y verificar las construcciones se utilizé la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) con los siguientes volumenes:

Tabla 3. Mezcla para reaccion de PCR

Reactivo Cantidad (pL)
DNA (100 ng/mL) 2
Oligo Forward (10 pmol/uL) 0.625
Oligo Reverse (10 pmol/uL) 0.625
dNTPs (10 mM) 2
MgClz (50 mM) 0.75
Buffer 10x 25
H.0 16.35
Taq polimerasa (5U/pL) 0.15

Las temperaturas de alineamiento en el termociclador variaron de acuerdo a la Tm de los

oligonucleotidos (X), con las siguientes condiciones:

5 minutos ------ 94° C

1 minuto ------ 94° C
45 segundos -------- X 30 ciclos
1:30 minuto ------ 72°C

3 minutos ------- 72°C
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6.5 Electroforesis en gel de agarosa 1.5 %
Todas las muestras derivadas de las extracciones gendmicas, plasmidicas, digestiones
enzimaticas y productos de PCR se separaron por medio de una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% con amortiguador TAE 1X a 100V, 40A por 40 minutos. Terminada la
corrida, el gel se tifid con una solucion rebajada de bromuro de etidio por 15 minutos en

agitacion, y finalmente se observaron sobre luz ultravioleta.

6.6 Clonacion
Para clonar los genes de DGCs y PDEs, decidimos utilizar el plasmido pMPM T6 porque
presenta un promotor inducible con arabinosa (Mayer, 1995). Los mapas de las

construcciones se presentan en la Figura 10.

Una vez que se amplificaron los genes a clonar, se purificaron las bandas del gel de agarosa
1.5% utilizando Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit siguiendo el instructivo al pie de la

letra.

PMPM Té6 - dgc/ pMPM T6 - dgcZ

pMPM T6 - pdeB PMPM T6 - pdeL

Figura 10. Construcciones. Con base en el plasmido pMPM T6, se disefiaron las
construcciones para clonar dgcJ (arriba izq.), dgcZ (arriba der.), pdeB (abajo izg.) y pdeL
(abajo der.)
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Cuando se tuvieron purificados los productos de PCR y el plasmido, se procedio a realizar

las digestiones correspondientes:

Digestion Enzima de restriccion
pMPM T6 *Ncol / Sall
*Xbal / Sall
*Xbal / Xhol
dgcJ Xbal / Sall
dgcZ Ncol / Sall
pdeB Xbal / Xhol
pdeL Ncol / Sall

Para las digestiones se utilizd: 25.5 pL de producto de PCR (2.5 pg/pL) + 3 pL de Buffer
correspondiente + 1.5 pL de enzima y 28 pL de plasmido (2.5 pg/pL) + 4.5 pL de Buffer
correspondiente + 2 pL de enzima, los volimenes se llevaron a 30 y 45 pL finales con agua.
Las digestiones se realizaron utilizando una enzima, purificando y cortando con la segunda

enzima, las mezclas se incubaron a 37° C por 3 horas.

Los insertos y los vectores digeridos se ligaron utilizando: 50 ng de vector y 100 ng de inserto
correspondiente + 2 pL de Buffer 5x (Invitrogen) + 1 pL de T4 DNA ligasa (1 U/ uL). Esta

mezcla se incubd O.N. a 4° C.

Posteriormente, se transformaron células electrocompetentes de E. coli K-12, se
seleccionaron al menos dos candidatas de cada transformacion, se les extrajo DNA
plasmidico y se mandaron a secuenciar (utilizando oligonucle6tidos flanqueantes a los genes
clonados) a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA, 1Bt UNAM. Una vez que las
secuencias no mostraron cambios en los nucleétidos, se procedié a transformas células de
EPEC E2348/69 con cada construccion.

24



6.7 Preparacion de células electrocompetentes y transformacion
De un ON en 5 mL de LB, se reinocularon 500 pL en 50 mL de medio LB con sus respectivos
antibioticos, hasta que la poblacion bacteriana llegé a una DO cercana a 0.6 a 600nm. El
cultivo se centrifugd por 10 minutos a 8,000 rpm y se desechd el sobrenadante.
Posteriormente, la pastilla se lavd 3 veces con agua fria y esteéril, bajando el volumen de agua
(50 mL, 25 mL y 10 mL), la pastilla final se resuspendié en 1mL de glicerol al 10% frio y
esteril, y se hicieron alicuotas de 80 L.

Tomando una alicuota, se le agreg6 5 pL de la construccién y se transfirié a una celda de
electroporacién de 0.2 cm (Bio-Rad), donde se les dio un pulso eléctrico E2 de Micropulser
Biorad. Posteriormente se recolectaron las células en 1 mL de medio SOC y se incubaron a
37° C por una hora. Cuando terming la incubacion, los tubos se centrifugaron por 3 minutos
a 8,000 rpm, se desechd aproximadamente 900 pL del sobrenadante y con el resto se
suspendid la pastilla para plaquearla en una caja de LB agar con su respectivo antibiotico,
para incubarlo por 24 hs a 37° C.

6.8 Cuantificacion de actividad de fusiones reporteras CAT
De un ON de cada cepa, se inoculd 50 pL en 5 mL de medio LB y DMEM con 10% de LB,
cada uno con sus respectivos antibidticos, el ensayo se realizé induciendo el promotor
pBAD con 0.005% de arabinosa

Tomando muestras por duplicado de las cepas con las fusiones indicadas (pCAT232 y
pKK232-8+LEE-cat), a una DOsoonm =1, se centrifugaron 1.5 mL por 3 min a 14, 000 rpm y
el sobrenadante se desechd. Las pastillas se lavaron con 800 uL de PBS, posteriormente las
pastillas limpias se resuspendieron con 300 puL de TDTT (Tris-HCI 50 mM [Tris-HCI 1 M
50 mL pH 7.8 por litro], Ditiotreitol 30 uM [DDT 1M 30 pL por litro]) y se sonicaron por 3
minutos en intervalos de 10 segundos, posteriormente se centrifugaron 15 minutos a 14, 000

rpm y se recolect6 el sobrenadante manteniéndose frio en todo el proceso.
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Para medir la concentracion de proteinas, se cargaron 15 yL de muestra por duplicado en una
placa de poliestireno de 96 pozos. A cada pozo se le afiadié 200 pL de reactivo BCA y se
incubaron a 37° C por 30 minutos, transcurrido el tiempo se leyd en el lector de microplaca
a una absorbancia de 562 nm.

Para determinar la actividad de cat, se cargé 5 puL de cada muestra por duplicado dejando
dos pozos blancos (con TDTT), posteriormente se les agregé 200 pL de la solucion de
reaccion CAT (Acetil CoA 0.1 mM, cloranfenicol 0.1 mM, DTNB sigma 1 mM disuelto en
buffer Tris-HCI 0.1 M a pH 7.8). Inmediatamente se leyeron las placas a una absorbancia de
412 nm cada 5 segundos por 5 minutos.

Los valores de proteina y cat se ajustaron automaticamente por el software con base a una
curva estandar de concentracidn previamente establecida. Posteriormente las actividades de
las fusiones se obtuvieron dividiendo la actividad enzimatica cat entre la cantidad de

proteina.

6.9 Western-blot
De un ON de cada cepa, se inoculé 50 puL en 5 mL de medio LB y DMEM con 1% de LB,
cada uno con sus respectivos antibiéticos, el ensayo se realizé induciendo el promotor pABD

con 0.005% de arabinosa.

Los cultivos se dejaron crecer hasta alcanzar una DOsoonm =1, se centrifugaron 1.5 mL a

13,000 rpm por 3 minutos y se guardd la pastilla formada por las células.

Las pastillas se resuspendieron con 80 pL de urea y 20 puL de amortiguador de carga (5 mL
glicerol 100% + 2 mL SDS 20% + 1 mL B-mercaptoetanol 10% v/v + 2.5 mL Tris HCI 1M
pH 6.8 + 0.02 g azul de bromofenol). Posteriormente se calentaron a 95° C por 10 min. Las
mezclas se homogenizaron y se analizaron por electroforesis en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida-SDS al 12% (Tabla 4).

26



Tabla 4. Preparacion de gel desnaturalizante de poliacrilamida 12%.

Reactivos Gel separador Gel concentrador
H.0 7 mL 6 mL
Acrilamida 30% - Bisacrilamida 0.8% 8 mL 1.5 mL
1.5 M Tris pH 8.8, 0.4% SDS 5 mL -
0.5 M Tris pH 6.8, 0.4% SDS - 2.5 mL
PSA 10% 100 pL 50 yL
TEMED 14 uL 10 L

Los geles se corrieron en una camara vertical de electroforesis por 12h a 10 mA por cada gel.
Una vez terminada la corrida, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa por medio de
otra electroforesis, colocando 3 papeles filtro sobre la base de la camara, la membrana de
nitrocelulosa, el gel de poliacrilamida y 3 papeles filtro, todo lo anterior previamente
humedecidos con buffer de transferencia (5.82 g Tris 100% + 2.93 g Glicina 100% + 1.72
mL SDS 20% + 200 mL Metanol 20% + 789.53 mL H.0O). La transferencia se realiz por 43

minutos a 17V.

Una vez que las proteinas se transfirieron, se bafié la membrana con rojo de Ponceau y se
lavo tres veces con H2O destilada, luego la membrana de nitrocelulosa se bloque6 con PBS
1X- Tween 0.1% (PBS 1X [NaCl 80 g/L, Na;HPO4, KH2PO, 2g/L, KCI 2 g/L, pH 7.4],
Tween-20 0.1% v/v) mezclado con leche en polvo comercial sin grasa al 5% durante 3 horas
a temperatura ambiente. Cuando termind el bloqueo se procedié a lavar la membrana 3 veces
con PBS 1X-Tween 0.1%. Seguido de esto, las membranas se incubaron con los anticuerpos
primarios (Tabla 5), por 2 horas a temperatura ambiente en agitacion. Después, las
membranas se volvieron a lavar 3 veces por 10 minutos con PBS 1X-Tween 0.1% y se
incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa por 1 hora a temperatura

ambiente.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados

Anticuerpos primarios Concentracidn
a-GroEL 1:50,000
a-Tir 1:10, 000
a-EspB 1:10, 000
a-Escl 1:10, 000
Anticuerpos secundarios
a-Ratén 1:10, 000
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De nuevo se lavaron las membranas 3 veces por 10 minutos con PBS 1X-Tween 0.1% y se
les afiadio reactivo oxidante y luminol 1:1 por 2 minutos. Las membranas se revelaron sobre
peliculas Kodak X-omat en un cuarto oscuro; el tiempo de exposicion varié de acuerdo a la
intensidad de la reaccién con el anticuerpo secundario. Posteriormente las peliculas se

revelaron y fijaron, se enjuagaron a chorro de agua y se dejaron secar.

6.10 Perfil de secrecion de proteinas
De los cultivos usados para colectar muestras para western-blot (5.8), se colectaron 4.5 mL
de sobrenadante (repartidos en 3 tubos de 1.5 mL) y se les agregé 200 pL de acido
tricloroacético al 100% a cada tubo, las muestras se dejaron a 4° C por 12 hrs. Posteriormente

se centrifugaron por 30 minutos a 14, 000 rpm, y se colectaron en un mismo tubo.

Una vez que se colectd la pastilla de los 4.5 mL, se resuspendio en 80 uL de buffer de
amortiguador de carga (western-blot) donde las densidades Opticas de las cepas se ajustaron
a una DOeoonm= 1. Posteriormente las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida
desnaturalizante (Tabla 4), en una cdmara vertical por 12 horas a 10mA por cada gel en
amortiguador Tris-Glicina (Tris base 2.5 mM, glicina 19.2 mM, SDS 0.1% pH 8.3).
Terminada la corrida los geles se colocaron en moldes cubriéndolos con azul de Coomasie

ON en agitacion, después se destifieron con una solucién de &cido acético-metanol.

6.11 Cuantificacién de biopelicula
A partir de un ON de las cepas, se inocularon 1:100 células en cada medio a probar (LB, LB
50%, LBNS, DMEM, DMEM incubando con CO2 al 5% a 37°C) a 30 y 37° C, induciendo
los plasmidos con 0.005, 0.01 y 0.05% de arabinosa. De la preparacion de estos indculos, se
Ilenaron por cuadruplicados pozos con 200 pL del cultivo en una placa de poliestireno de 96

pozos. De cada condicion se muestrearon a las 12, 24 y 36 hrs.

Para evitar que la arabinosa proporcionada en el medio afectara el fenotipo, se utiliz6 como
control de fuente de carbono a la glucosa (a las misma concentraciones que la arabinosa). Asi
mismo para conocer que la induccion del promotor fuera correcta, se utilizé una cepa K-12
con el vector pMPMABD.
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Posterior al tiempo de incubacion, las placas se leyeron a una absorbancia de 620 nm, para
conocer la DO celular, después se retird el medio de los pozos y se realizaron tres lavados
con PBS 1X. Se agreg6 200 pL de metanol a cada pozo por 10 min, se deseché el metanol y
la placa se dejo secar a temperatura ambiente, después cada pozo se tifié con 200 L de cristal
violeta al 0.2 % durante 10 minutos. Se retir6 el cristal violeta y se realizaron tres lavados
con agua, la placa se dejo secando ON vy se le afiadié 200 pL de &cido acético al 33% para
solubilizar los restos de cristal violeta, se agité durante 10 minutos a 250 rpm y la placa se

ley6 a una absorbancia de 570 nm (Stepanovic, et al., 2000)

Los datos de biopelicula se correlacionaron entre la DO del cultivo celular para obtener la

formacion de biopelicula.

6.12 Analisis estadistico
Para evaluar, si los datos obtenidos en la formacion de biopelicula y en la expresion de
fusiones reporteras son estadisticamente significativos, se realiz6 una prueba de t de Student
para las muestras que presentaran visualmente un efecto en su fenotipo.
En todos los casos comparando la media de una cepa problema contra la media poblacional,

conuna P <0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 La expresion de DgcZ favorece la expresion de BFP en medio DMEM.
Se sabe que al crecer a EPEC en medio LB el fenotipo de virulencia disminuye
significativamente con respecto al fenotipo observado en DMEM (Puente, et al., 1996;
Rosenshine, et al., 1996). Al observar, segun los datos de transcriptomica, una correlacion
inversa entre la expresion de DGCs y PDEs en medio LB y DMEM con respecto a algunos
factores de virulencia (Fig. 7 y 8) se evaluo el efecto de la sobreexpresion de cada DGC o

PDE elegidas sobre algunos factores de virulencia.

Como parte inicial de la estrategia, se realiz6 un primer ensayo utilizando el gen reportero
cat (cloranfenicol acetil transferasa), bajo el control del promotor de bfp, el cual codifica para
la proteina estructural de la fimbria BFP (pCAT-232) (Puente, et al., 1996), y del promotor
del operon LEE2 (pLEE2/pkk232-8+LEE2-cat) donde se encuentran codificados genes del
SST3 de la isla LEE (Bustamante, et al., 2001).

Los controles de los ensayos fueron: la cepa EPEC, EPEC/ pT6 para verificar que el plasmido
no presentara por si mismo un efecto y las cepas EPEC con mutaciones en: perA, gene donde
se encuentra codificado el activador transcripcional de BFP vy ler, gene del antisilenciador
del LEE, como controles negativos. Cada ensayo se realizé sin arabinosa, y con arabinosa al

0.005% para inducir la expresién de cada DGC y PDE.

En las gréficas 1 y 2, se observa que, al expresar DgcJ la fusién reportera disminuye su
expresion tanto en medio LB como en medio DMEM, sin embargo, esta disminucion no es
estadisticamente significativa (P > 0.05, n=2). Del mismo modo, al sobreexpresar a PdeB y
PdeL, no existe un cambio significativo en la expresion de bfpA-cat en ambos medios. Por
otra parte, la sobreexpresion de DgcZ aumenta la actividad de la fusion reportera pCAT-232,
en medio DMEM (P >0.05, n=2) pero no en medio LB. Para la fusion reportera pLEE2, no
se encontraron cambios significativos al sobreexpresar las DGCs y PDEs en ambos medios
(Grafica 3y 4).
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Grafica 1. Actividad especifica de CAT de la fusion bfpA en LB. Se muestra la actividad
promovida por la fusion pCAT-232 (bfpA) en diferentes fondos genéticos. Sin inducir las
construcciones e induciéndolas (barra roja) con arabinosa 0.005%. Como control negativo se utilizé
EPEC AperA.
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Grafica 2. Actividad especifica de CAT de la fusién bfpA en DMEM. Se muestra la actividad
promovida por la fusion pCAT-232 (bfpA) en diferentes fondos genéticos. Sin inducir las
construcciones e induciéndolas (barra roja) con arabinosa 0.005%. Como control negativo se utiliz6
EPEC AperA.
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Grafica 3. Actividad especifica de CAT de la fusion pLEE2 en LB. Se muestra la actividad de
cada fondo genético, sin inducir las construcciones e induciéndolas (barra roja) con arabinosa
0.005%. Como control negativo se utilizd6 EPEC Aler.
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Gréfica 4. Actividad especifica de CAT de la fusion pLEE2 en DMEM. Se muestra la actividad
de cada fondo genético, sin inducir las construcciones e induciéndolas (barra roja) con arabinosa
0.005%. Como control negativo se utilizd EPEC Aler.
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7.2 La sobreexpresion de DGCs y PDEs no afecta al SST3 de laisla LEE o a Tir.
Para evaluar si la expresion de las DGCs o PDEs afectan la sintesis de los factores de
virulencia de laisla LEE, se realiz6 un western-blot para determinar algun efecto del di-GMP

ciclico sobre las proteinas de la isla LEE, inmunodetectando a: Tir, EspB y EscJ.

En la Figura 11 se observa como la concentracion de Tir disminuye en medio LB al
sobreexpresar PdelL, aunque Tir no se ve afectado por la sobreexpresion de PdeB, Dgcl o
DgcZ en medio LB y DMEM. Por otra parte, la cantidad de EspB no se ve modificada por
alguna de las DGCs o PDEs en ninguno de los dos medios.

La inmunodeteccion de EscJ mostrd que la sobreexpresion de Dgcl, DgeZ, Pdel y PdeB no
alteran su presencia en comparacion al control, independientemente del cultivo. También
podemos observar que el control de carga (a-GroEL) permanece similar en todas las cepas,

por lo que los fenotipos observados son comparables.
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Figura 11. Western-blot en medio LB y DMEM. Bajo la barra roja se muestran las cepas incubadas
con 0.005% de arabinosa, las cepas control son aquellas que se incubaron sin arabinosa (sin barra).
La deteccion de factores de virulencia se realizd con anticuerpos a-Tir, a-EspB y a-EscJ, como
control de carga proteinica se utiliz6 a-GroEL, tanto en medio de LB como de DMEM.

7.3 Las proteinas secretadas por EPEC no se afectan por la sobreexpresion de
DGCsy PDEs
Continuando con la determinacién del papel del di-GMP ciclico sobre algunos factores de
virulencia, se realizo un gel SDS-PAGE para poder identificar las proteinas que EPEC secreta
a través del SST3 codificado en la isla LEE, como: EspC, EspB/D y EspA Este experimento

se realizo colectando muestras de cultivos crecidos en medio LB y DMEM.

En medio LB (Figura 12), se muestra la sintesis basal de las proteinas EspC, EspB/D y EspA.

La sobreexpresion de las DGCs y PDEs no alteran su translocacion de la bacteria al medio.
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De igual manera, en medio DMEM (Figura 13), observamos que el fenotipo no se afecta

cuando se induce la expresion de las DGCs y PDEs.
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Figura 12. Perfil de secrecion de proteinas en LB. Se muestran bajo barra roja, las cepas con
arabinosa 0.005%.
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Figura 13. Perfil de secrecién de proteinas en DMEM. Se muestran bajo barra roja, las cepas con
arabinosa 0.005%.
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7.4 DgcJ participa en la formacion de biopelicula en EPEC.
Debido a que no se conocia mucho respecto a la formacién de biopelicula por EPEC, se
evaluo la capacidad de EPEC E2348/69 para formar biopelicula a 30 y 37° C , en 5 medios
de cultivo distintos: LB, LB 50%, LBNS (LB sin sal), DMEM y DMEM+5%CO.. En cada
experimento se midid la formacién de biopelicula a 12, 24 y 36 h. Con base en los estudios
de biopelicula en E. coli K-12 (Stepanovic et al., 2000) se decidi6 abordar la formacion de

biopeliculas de EPEC en cajas de poliestireno.

Analizando el efecto de la sobreexpresion de las dos DGCs y las dos PDEs, solo Dgcl
presentd un fenotipo positivo sobre la formacion de biopelicula en medio LB a 37° C
(Gréfica b), los datos de biopelicula que no presentaron efecto no los presentamos.

Entre los mismos ensayos se evidencié una amplia variacion de los resultados cuando
inducimos la expresion de los genes de DGCs y PDEs, por ello se decidié comprobar la
induccién con 0.01% y 0.05% de arabinosa. La expresion de DgcJ con arabinosa 0.005%
produce la formacion de biopelicula a las 12 y 36 horas, mientras que cuando se induce con
0.01 y 0.05% de arabinosa se observa biopelicula a las 12, 24 y 36 hs. Las condiciones que
favorecieron una mayor formacion de biopelicula se obtuvo a las 36 horas con 0.01% de
arabinosa.

Las variaciones obtenidas através del tiempo dentro del experimento representa las diferentes

etapas de la biopelicula, es decir cuando la biopelicula estaba formandose o disgregandose.

Comparando la biopelicula formada en presencia del inductor (arabinosa) entre 0.005 y
0.01%, observamos que su formacion es dosis dependiente. Sin embargo, cuando
comparamos los niveles de entre 0.01 y 0.05%, observamos lo contrario, esto pude deberse
a que al inducir la expresion de DgcJ, esta puede agregarse y por ello no mostrar un fenotipo

igual o mayor que el que observamos con 0.01% de inductor.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES
Escherichia coli enteropatogena (EPEC) es un patdgeno intestinal que infecta a nifios
menores de dos afos utilizando diversos factores de virulencia como adhesinas o un SST3
codificado en la isla de patogenicidad LEE. Actualmente la OMS la enlista dentro del grupo
de patdgenos de prioridad critica, para los que se debe investigar y desarrollar nuevos
tratamientos medicinales (WHO, 2017).

Los factores moleculares involucrados en la activacion de los genes de virulencia ain no se
conocen completamente en EPEC. Recientemente se ha descrito en cepas relacionadas con
EPEC, E. coli uropatdgena (UPEC) y E. coli enterotoxigénica (ETEC), la participacion del
segundo mensajero di GMP ciclico sobre el desarrollo de infecciones a sus hospederos (Hall
& Lee, 2018).

El di GMP ciclico es una molécula sefializadora que regula la adaptacion de las bacterias a
diferentes ambientes. Es sintetizado a partir de dos moléculas de GTP por las enzimas
diguanilato ciclasas (DGCs) y degradado a pGpG por fosfodiesterasas especificas (PDES).
Dentro de las vias de sefializacion que regula se encuentran aquellas relacionadas con la
formacion de biopelicula, expresion de fimbrias, progresion del ciclo celular, patogenicidad,
entre otros (Hengge, 2010; Rémling, 2013).

Retomando a las cepas relacionadas a EPEC, en UPEC la infeccion en modelos murinos se
abate en una doble mutante de YfiR y la diguanilato ciclasa YTfiN, este fenotipo de avirulencia
se debe a un incremento en la produccion de celulosa y curli, demostrando que el di GMP
ciclico activa la sintesis de celulosa y curli, y que estos actian como factores antivirulentos
(Cherisse, et al., 2018). Por otra parte, en ETEC, la adherencia bacteriana con su hospedero
se relaciona con un incremento de la expresion de ciertas DGCs y, por lo tanto, de di GMP
ciclico (Cherisse, et al., 2018).

Debido a la importancia de EPEC como patdgeno y al poco entendimiento de regulacién de
su virulencia, decidimos investigar si los niveles de di GMP ciclico afectan la virulencia de

EPEC, esto por medio de la expresion de DGCs y PDEs.
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8.1 DgcZ aumenta la transcripcion de BFP.
Basados en que dgcZ se expresa preferencialmente en células HeLa que en medio DMEM
(Hazen, et al, 2015), que favorece la adhesion a superficies (Jonas, 2008; Rémling, 2013;
Lacana, 2013) y, ahora, que beneficia la expresion de BFP, tenemos argumentos para suponer

que DgcZ participa en la adherencia a hospederos, en donde, BFP participa de manera activa.

Por otra parte, al no existir un efecto sobre la expresion del promotor del LEE2 (Gréficas 3
y 4) por parte de DgcJ, DgcZ, PdeL y PdeB, concluimos que de manera individual, los niveles
de di GMP ciclico controlados por estas enzimas no se relacionan en el fenotipo de virulencia
de EPEC E2348/69 a través de la isla LEE, en las condiciones probadas.

8.2 EI SST3 de la isla LEE y sus proteinas translocadas no se afectan por la

expresion de DgcJ, DgcZ, PdeB y PdeL.

De acuerdo con lo observado en el western-blot realizado, sdlo cuando se sobreexpreso PdeL
ocurrio una reduccion del receptor bacteriano Tir en el ensayo del medio LB (Figura 11),
este resultado en particular no coincide con los resultados vistos anteriormente en el mismo
ensayo, y esta aparente reduccién puede deberse a la técnica, ya que PdeL no afecta a las
proteinas EspB o Esc) (Figura 11). PdeL tampoco afectd en la actividad de la fusion
reportera pLEE2 (Gréfica 3 y 4), ni la secrecion de las proteinas dependientes del SST3
codificado en la isla LEE, como se aprecia en el gel SDS-PAGE (Figura 12 y 13) donde se
observan a las proteinas EspA, EspB/D y EspC idénticas al control, por lo que PdeL no afecta

la sintesis de los factores de virulencia analizados.

Luego de la sobreexpresion de Dgcl, DgcZ y PdeB, no se observo cambio alguno entre las
proteinas observadas tanto en el western-blot (Figura 11), como en el perfil de secrecion de
proteinas por el SST3 de EPEC (Figura 12 y 13) y la fusion reportera pLEE?2, por lo que se
concluye que la expresion de forma individual de estas DGCs y PDEs no ocasiona un efecto
sobre el fenotipo de virulencia evaluado a través de la transcripcion del operén LEE2 y la
traduccion o secrecion de algunas de las proteinas codificadas en la isla LEE de EPEC

E2348/69 en las condiciones ensayadas.
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8.3 DgcJ esta involucrada en la formacion de biopelicula
De acuerdo con el ensayo colorimétrico de cristal violeta (Stepanovic, et al., 2000) la
induccion del gen dgcJ aumenta la formacidn de biopelicula en EPEC (n=3, P < 0.05). Este
fenotipo se ha observado en E. coli K-12, donde ademas de regular la formacion de
biopelicula reduce la motilidad de la bacteria (Sommerfeldt, 2009; Sanchez-Torres, 2011;
Hengge, et al., 2016).

Los niveles de biopelicula en EPEC-dgcJ comparada con E. coli K-12-pABD son menores
debido a que la cepa K-12 expresa las subunidades ABD de la cinasa sensora RcsC requerida
para la formacion de biopelicula en E. coli K-12 (Oropeza et al, 2015) que no representa el
mismo fenotipo en EPEC, esto es debido a las diferencias genéticas que EPEC presenta
respecto a E. coli K-12 como: tener 1 Mb mas en su genoma y la ausencia de algunos de los
genes involucrados en la formacidn de biopelicula que E. coli K-12 presenta (Reisner, et al.,
2006).

La formacion de biopelicula en EPEC-dgcJ en LB parece no correlacionar entre 30 (Gréfica
6, Anexo 1) y 37° C (Gréfica 5), este efecto se ha observado en estudios de formacién de
biopelicula en cepas atipicas de EPEC donde existe un rango de temperatura 6ptimo para
desarrollar las biopeliculas, esto puede deberse a que en EPEC la formacién de biopelicula
depende de algunos genes termosensibles, tal como Weiss y colaboradores han observado
(2010).

Se ha descrito que DgcJ estd involucrado en el cambio de vida planctonica a sésil
(biopelicula) en E. coli K-12 (Sommerfeldt, 2009), sin embargo, no se han identificado
fimbrias que podrian regular este proceso de manera directa o indirecta. De acuerdo con los
ensayos realizados y con una P < 0.05, DgcJ no afecta la expresion de BFP (Gréfica 1y 2),
por lo que en la formacion de la biopelicula coordinada por DgcJ no participa BFP, contrario
a lo que Moreira y colaboradores (2006) presentan en sus ensayos. La discordancia entre los
datos presentados aqui con los de Moreira depende probablemente de las diferentes

condiciones utilizadas en ambos estudios.
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También observamos que la formacion de biopelicula dependia de la expresion de DgcJ a
diferentes concentraciones de arabinosa, cuando comparamos las concentraciones 0.005%
contra 0.01% de arabinosa (Gréafica 5), aunque al inducir la expresion con mayor
concentracion de arabinosa (0.01 vs 0.05 %) la formacién de la biopelicula disminuye
(Grafica 5), esto podria deberse a que la cantidad de DgcJ, y a su vez de di-GMP ciclico,
llegue a concentraciones tan altas que la célula lo degrade por medio de alguna
fosfodiesterasa que no conocemos o que DgcJ forme agregados que disminuyen su actividad.
Por otra parte, también queda estudiar cual es el papel del segundo dominio presente DgcJ,

ya que su funcion molecular no ha sido elucidada.

Al parecer la formacion de biopelicula en EPEC no se restringe a las condiciones en las que
expresa factores de virulencia como lo propone Moreira (2006). No obstante, aun queda
mucho por conocer de las biopeliculas formadas por bacterias entéricas, sobre todo aquellas
que son patdgenas, asi que aun queda por establecer si estas se involucran en la persistencia

de infecciones o en la diseminacion epidemioldgica de patotipos como EPEC.

El di-GMP ciclico se ha relacionado con la produccién de celulosa por medio de la union al
dominio PilZ del receptor BcsA (Morgan, et al., 2014), en EPEC adn se desconoce el
mecanismo de activacion de la biosintesis de celulosa, aunque con los datos obtenidos se
tiene que estudiar si la formacién de biopelicula en nuestras condiciones de cultivo depende
de la unién del di-GMP ciclico, sintetizado por DgcJ, a BcsA. También queda por determinar
si la celulosa es un constituyente de la biopelicula producida en las condiciones

experimentales empleadas.

Finalmente, tal y como se ha descrito, la regulacion de di-GMP ciclico es especifica dentro
de la bacteria, formando pozas de este segundo mensajero (Hengge, 2009; Hengge, 2010).
Por eso al ver que la sobreexpresion de las PDEs no presenta algunos de los fenotipos
inversos a la sobreexpresion de DGCs, creemos que la poza de di-GMP ciclico que regulan
cada una es diferente a las que regulan DgclJ y DgcZ, y que posiblemente tengan un efecto
sobre otras vias de sefializacién celular involucradas en expresion de fimbrias, progreso del

crecimiento poblacional, etc.
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En este trabajo iniciamos el estudio del efecto del di-GMP ciclico sobre el patotipo EPEC
E2348/69; nuestros resultados sugieren que el aumento de la expresion de DgcZ afecta
positivamente la transcripcion de la fimbria BFP en medio DMEM (Figura 14). También
nos permiten sugerir que DgcJ favorece la formacion de biopelicula probablemente al
aumentar la poza de di-GMP ciclico en medio LB (Figura 15). En ambos casos,
desconocemos las vias de sefializacion involucradas en los dos fenotipos, por lo que se abren

las puertas a futuras investigaciones.
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Figura 14. Modelo esquematico del papel de DgcZ sobre la expresion de BFP en EPEC.
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9. PERSPECTIVAS

*De manera general, queda conocer el papel de las construcciones evaluadas en este trabajo,

con relacidn a su efecto sobre la expresion de fimbrias, flagelo y resistencia a antibioticos.

* Caracterizar el papel de DgcJ y DgcZ para corroborar los resultados obtenidos, tanto sobre
la virulencia como en la formacién de biopelicula; esto podria ser realizado obteniendo las

mutantes sencillas en dgcJ y dgcZ.

*Estudiar la relacion de la expresion de Dgcl con el receptor BesA.

*Sobreexpresar dgcJ en cepas de EPEC mutantes en fimbrias, para conocer las fimbrias a las

que afecta.

*Comprobar si la sobreexpresion de DgcZ afectan la adhesion en células Hel a, para obtener

maés evidencia del efecto del di-GMP ciclico sobre la adhesién a células eucariotas.

*Disefiar y construir un biosensor de di-GMP ciclico que nos permita conocer las diferentes
concentraciones de este segundo mensajero, para relacionarlo con la sobreexpresién o con
mutaciones en DGCs y PDEs. Lo anterior es necesario para establecer una correlacion entre

la concentracion de este segundo mensajero con los diferentes fenotipos.
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