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RESUMEN

Los microdominios membranales funcionales (MMFs) son andamiajes moleculares
de la membrana procarionte similares a las balsas lipidicas de eucariontes. Ambos se
caracterizan por segregarse del resto de la membrana, formando dominios en un estado
fisico altamente ordenado, a causa de la estructura de los lipidos que los componen, y por
reclutar proteinas de andamiaje (como son las proteinas con dominio SPFH) que facilitan la
interaccion entre las proteinas que se asocian a ellas. Se ha relacionado a los MMFs con
diversos procesos como la virulencia, formacion de biopeliculas, esporulacion, adhesion
celular, secrecion, ensamblaje de complejos moleculares y funcionamiento de sistemas de
dos componentes. Aunque el descubrimiento de los MMFs sucedié hace una década, este
campo de investigacion apenas se encuentra en desarrollo, y todavia es necesario
determinar si existen MMFs en organismos tan ampliamente estudiados como la bacteria
patdgena Pseudomonas aeruginosa. Por ello, en el presente trabajo se realizé una busqueda
bioinformatica de las proteinas con dominio con SPFH de la cepa PA14 de P. aeruginosa,
que resulto en el descubrimiento de nueve proteinas candidatas a ser proteinas de
andamiaje; se progreso con la generacion de deleciones de los genes de estas mismas
proteinas; y se estudi6 el efecto de la interrupcion de los genes que codifican algunas de
estas proteinas sobre la virulencia de PA14 tanto in vitro como in vivo. La interrupcion del
gen hfIK ralentizo el crecimiento de esta cepa. Las interrupciones de los genes PA14_ 05890
y PA14_ 60630 provocaron una menor actividad elastolitica, la cual es importante en la
virulencia de PA14. Por otro lado, la interrupcion del gen PA14 05890 provocd una menor
mortalidad de la larva de G. mellonella ante la infeccidon con PA14. Asimismo, se descubrio
que la delecion combinada de los genes de las distintas proteinas con dominio SPFH de la
cepa EPEC de E. coli provoca una menor mortalidad en su infeccion a G. mellonella y se
demostr6 que esto no esta relacionado con el SST3 de EPEC. Este resultado sugiere que la
virulencia de EPEC en el modelo de la polilla de la cera se debe a la toxina EspC. En
general, los resultados obtenidos indican que podria existir una relacion funcional entre las
proteinas con dominio SPFH y los procesos relacionados con virulencia tanto en PA14
como en EPEC.






INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
La membrana celular

Toda célula cuenta con una membrana que la delimita respecto al exterior y sin la
cual no podria vivir. Esta membrana es una barrera semipermeable que concentra y
mantiene la organizacion de los demas componentes de la célula. Asimismo, es
fundamental en otras funciones celulares indispensables como son el ingreso de nutrientes,
la expulsion de desechos, la transduccion de sefiales, la reproduccion, etc. Ademas de esta
membrana externa, llamada membrana plasmatica, casi todas las células eucariontes y
algunas células procariontes cuentan con membranas internas que dividen a la célula en
compartimientos (como son el niicleo y la mitocondria eucariontes y el magnetosoma
procarionte)! ™.

Pese a que el reconocimiento generalizado de la existencia de la membrana celular
data del paso del siglo XIX al XX>, se tomara como punto de arranque para esta
introduccion el parteaguas ocasionado por los modelos de Singer de la década de 1970.

En 1971, partiendo de los principios termodindmicos obtenidos del estudio de la
estructura de las proteinas, y sintetizandolos con una enorme cantidad de evidencias sobre
las propiedades de las membranas biologicas, Singer expuso detalladamente su modelo de
mosaico de la membrana celular®. En él, se entendia a la membrana como una bicapa en la
que proteinas y fosfolipidos se alternan horizontalmente, y en la que los grupos hidrofilicos
de ambos estan expuestos al exterior acuoso, mientras que los hidrofobicos son
secuestrados en el interior, practicamente sin contacto con el agua, debido sobre todo al
efecto hidrofobico causado por la interaccion del agua con estos (ver Fig. 1 A).

Este modelo contrastaba con otros aceptados generalizadamente en la época, como
el de Davson y Danielli, que suponia que la bicapa lipidica estaba rodeada por dos capas
superficiales de proteinas (ver Fig. 1 B), lo cual no seria termodindmicamente viable. Al
mismo tiempo, habia escepticismo de que fuera posible generar un modelo que representara
a todas las membranas biologicas, dada la enorme diversidad de lipidos y proteinas que las
componen. Singer resolvié el problema abstrayendo esta diversidad, y lidiando con
proteinas y lipidos ideales®.

mEng

Figura 1. Modelos de la membrana celular. a) Modelo de mosaico de la membrana celular,
mostrando las cargas de las proteinas en la superficie; b) modelo de Davson y Danielli, que sefiala
las proteinas, y las cabezas y dcidos grasos de los lipidos®; ¢) modelo del mosaico fluido,
representando una matriz lipidica y no proteica’.



Para 1972, y tras haber acumulado evidencias sobre la difusion de los componentes
de las membranas, Singer y Nicolson presentaron un nuevo modelo de la membrana celular
como un mosaico fluido. Ellos razonaron que, si la membrana es fluida, la matriz, o el
soporte, del mosaico debian ser los lipidos, dado que una matriz proteica seria rigida. Con
este paso adelante, hipotetizaron que, en rangos de décimas de micrémetros o mas, la
composicion de la membrana seria homogénea’. El entendimiento del funcionamiento y la
estructura de las membranas biologicas ha progresado mucho desde el modelo del mosaico
fluido, pero sus conceptos fundamentales siguen siendo universales®”.

La heterogeneidad de la membrana y las balsas lipidicas

El concepto del mosaico fluido, al proveer de una nueva base teorica al estudio de
las membranas, foment6 generaciones de experimentos, los cuales rapidamente lo
completaron y eventualmente lo reconstruyeron. De hecho, incluso antes de que fuera
propuesto, ya era claro que existia una diferencia en la composicion proteica de las capas
interna y externa de la membrana celular'®. Aunque no se tomoé en cuenta en la elaboracion
del modelo, este fendmeno sélo se pudo explicar en el marco del mosaico fluido’.

Pocos meses después de la publicacion del modelo, se encontraron indicios de que
la membrana de la cola del espermatozoide diferia del resto de la membrana celular; es
decir, de que no toda la membrana celular es homogénea!!>'2. Y dos afios después, Singer
sefialo, por un lado, varios ejemplos de membranas celulares especializadas donde existen
agregados organizados de proteinas, como las uniones en hendidura, las sinapsis neuronales
y la membrana purpura de Halobacterium, y, por otro, la agregacion de proteinas por
interacciones extracelulares'®. Aunque esto no cambiaba la estructura béasica del modelo, y
de hecho no habia sido descartado en la propuesta del mosaico fluido’, si daba las primeras
muestras de que existe heterogeneidad en la membrana.

Desde 1973, experimentos en membranas artificiales mostraron que la
inmiscibilidad entre lipidos distintos los lleva a formar diferentes fases, unas fluidas, con
alto movimiento lateral y compuestas por lipidos con acidos grasos muy moviles, y otras
solidas con baja difusion lateral'*. En 1976, Nicolson destaco las observaciones de la
separacion de los lipidos de membranas bioldgicas en estas fases, y no descartd que
pudieran secuestrar proteinas selectivamente, aunque todavia no era claro si estos dominios
membranales podrian tener algun papel fisiologico. El también recopilé las primeras
pruebas de la relacion de la membrana con el citoesqueleto, ya que éste controla la
localizacion y movilidad de receptores membranales superficiales de células linfaticas,
fibroblastos y eritrocitos'>.

Para 1982 ya era claro que en general las proteinas y los lipidos de las membranas
celulares estan organizados en dominios, es decir, con una distribucién lateral no
homogénea, contrario a como lo habia propuesto el modelo del mosaico fluido: nuevos
experimentos en membranas artificiales sefialaron que los lipidos cis-insaturados prefieren
la fase fluida y los trans-insaturados, saturados o el colesterol prefieren la fase sélida.
También se encontrd que estos dominios tienen un papel fisiologico, porque al anadir
lipidos de la fase fluida a la membrana se podia interrumpir la agregacion de la
inmunoglobulina de superficie (SIg) de linfocitos tras la unioén con su ligando, un proceso
que depende del citoesqueleto. A pesar de este progreso, las metodologias utilizadas
todavia no podian determinar el tamafio y la diversidad de los dominios membranales

Dos series de avances posteriores concretaron el entendimiento de los dominios
membranales. Una, originada a finales de los 80, y dirigida por Kusumi, se derivo del

16-18
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rastreo de proteinas transmembranales individuales en membranas biologicas utilizando
nuevas técnicas de microscopia. Se reveld que sus trayectorias no son completamente
azarosas, como lo predeciria el modelo del mosaico fluido, sino que residen por algunos
milisegundos dentro de compartimientos, antes de saltar a otro adyacente. Y, tras el
perfeccionamiento de estos métodos afios después, se mostrd que sucede lo mismo con
lipidos individuales, aunque a mayor velocidad. Los compartimientos de ambos son de 30-
250 nm, dependiendo del tipo celular estudiado®.

La razdn subyacente es el esqueleto de actina de la célula, que cubre por completo la
superficie interna de la membrana plasmatica. Ahora se sabe que lo que mantiene a las
proteinas transmembranales compartamentalizadas es el choque de sus dominios
citoplasmaticos con el citoesqueleto durante su viaje azaroso a través de la membrana
plasmatica!®~22, Por otro lado, distintas proteinas transmembranales se anclan al
citoesqueleto, inmovilizandose. Estas funcionan como los “postes” de la “cerca” del
citoesqueleto. Asi, los lipidos que componen el fluido de la membrana friccionan con estos
“postes”, y por ello residen, si bien por menos tiempo, en los mismos compartimientos que

las proteinas transmembranales (ver Fig. 2)!%-22,
.2 = - MSK-Anchored Proteins
Phospholipid '/

'

Membrane Skeleton (MSK)

100 nm 50 nm
Figura 2. Izquierda, microscopia electronica del citoesqueleto adherido a la superficie interna de la

membrana plasmatica, con un acercamiento que expone la estriacion caracteristica de la actina que
lo compone®. Derecha, modelo de las “cercas” y “postes” del citoesqueleto: el citoesqueleto
(naranja) y las proteinas transmembranales ancladas a €l (turquesa) delimitan los compartimientos
en los que residen temporalmente las proteinas y lipidos individuales. En morado, verde y rojo, se
representa la trayectoria de un fosfolipido a través de distintos compartimientos®.

La otra serie de progresos provino de la conjuncion de dos lineas de investigacion
paralelas: una acerca de los distintos dominios membranales de las células epiteliales y otra
acerca de las caveolas, como se vera a continuacion.

Desde inicios de la década de 1980, una linea dirigida por van Meer y Simons se
enfocd en entender la polarizacion de las membranas de las células epiteliales, que se
dividen en una membrana apical y otra basolateral? (ver Fig. 3).

Ellos encontraron que la membrana basolateral de las células epiteliales tiene la
misma composicion lipidica que la de las células no polarizadas, con una mayoria de
fosfatidilcolina y una minoria de glicoesfingolipidos. En cambio, la membrana apical tiene
composiciones distintas en sus capas interna y externa: la capa externa esta compuesta en
su abrumadora mayoria por esfingolipidos, mientras que la interna tiene la misma
composicion que la membrana basolateral. Uniones estrechas evitan que el dominio apical
se mezcle con el basolateral.

11



Esta asimetria se genera en el reticulo endoplasmatico, donde se producen los
fosfolipidos, a través de flipasas que mueven la fosfatidilcolina desde la capa interna a la
externa de su membrana. Ya en el aparato de Golgi, la fosfatidilcolina acaba de ser
transformada en esfingomielina. Finalmente, la agregacion de este esfingolipido en la capa
externa del aparato de Golgi lleva a la formacion de una vesicula diferenciada, que se dirige
a la membrana apical. Proteinas que se pudieran asociar con los esfingolipidos serian
también dirigidas a la membrana apical®.

BASO LAT‘RAL § PICAL

—t

/C-:/_’L\
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NETWORK
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Figura 3. Representacion del viaje de las membranas desde el reticulo endoplasmatico rugoso
hasta los dominios basolateral y apical de las células epiteliales. Se sefialan las uniones
estrechas que dividen ambos dominios membranales?

La otra linea de investigacion, que se desarroll6 a inicios de los 90, estudio la
formacion de las caveolas, que son pequeias invaginaciones de la membrana descritas
desde 1953 como muy abundantes en varios tipos celulares, e involucradas con la
transduccion de sefiales. Estas se forman como dominios membranales también
enriquecidos en esfingolipidos y colesterol, pero sélo tras su unién con caveolinas,
proteinas de andamiaje que se oligomerizan y pueden generar curvatura en la
membrana®*?>. Ahora se sabe que tras la formacion de dominios ricos en caveolina, la
union de las proteinas periféricas llamadas cavinas permiten estabilizar la estructura de la
caveola y que la dinamina es responsable de su gemacion® (ver Fig. 4). Las caveolas
funcionan como plataformas moleculares reguladoras de la sefalizacion celular, y las
caveolinas incluso pueden interactuar y regular directamente diversas proteinas de
sefnalizacion, ademas de su papel como andamiaje de las caveolas. Se las ha relacionado
con el funcionamiento muscular, del te_]ldO adiposo, del endotelio, con el cancer, etc. 26‘31.

N
h.s ? Phospholipids ? Sphingolipids gteh;;)rane lipids

* Ptdins(4,5)P, O Cholesterol <<= Cavin complex

Figura 4. Izqu1erda y centro, microscopia electromca de caveolas de fibroblasto (de organismo no
especificado)’”. Derecha, esquema de la estructura de las caveolas, con las caveolinas representadas
en color negro™
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Simons e Ikonen conjuntaron estas dos ramas de investigacion, proponiendo en
1997 el modelo de las balsas lipidicas: éstas son dominios membranales compactos y
dindmicos, enriquecidos en su capa externa con esfingolipidos y colesterol, que funcionan
como plataformas de proteinas involucradas, por ejemplo, con la transduccion de sefiales.
Las proteinas asociadas con glicosilfosfatidilinositol (GPI), también se encuentran en ellas.
Las balsas son estabilizadas por las interacciones de las cabezas de carbohidratos de los
glicoesfingolipidos®* (ver Fig. 5). Aunque se habia planteado desde 1973 que podrian
existir dominios de esfingolipidos en la membrana celular, no fue sino hasta que se les
encontrd un papel fisiologico que la propuesta tomo fuerza y desperto el interés sobre estas

estructuras®.
GPL g}
GPIl-anchored

protein

Raft
TM protein
ﬂ -
Acylated
GSL/SM protein Actin

Figura 5. Estructura de las balsas lipidicas®. GPL, glicerofosfolipido; GSL, glicoesfingolipido;
SM, esfingomielina. El colesterol es representado en color rojo.

La clave de por qué el colesterol y los esfingolipidos se segregan del resto de la
membrana se encuentra en su estructura: el colesterol tiene una configuracion anillada recta
y rigida de esterol que hace menos probable que se mezcle con los lipidos insaturados, los
cuales tienen &cidos grasos con dobleces, o con las proteinas transmembranales, las cuales
en general tienen una superficie irregular. Por ello, en membranas artificiales, el colesterol
se segrega de ambos. Los glicoesfingolipidos, por su parte, se distinguen porque sus acidos
grasos tienden a estar saturados (es decir, con menos dobleces). También, los esfingolipidos
tienden a ser mas largos que otros tipos de lipidos, por lo que la longitud de sus dominios
hidrofobicos no corresponde con la de los lipidos insaturados, y su mezcla es desfavorable
energéticamente. Todo esto hace que los esfingolipidos tiendan a empaquetarse con el
colesterol. Por otro lado, lo que lleva las proteinas transmembranales hacia las balsas
lipidicas generalmente son modificaciones con lipidos saturados?’3”.

Estas caracteristicas llevan a los lipidos de la membrana celular a formar dominios
en distintas fases o estados fisicos que dependen de la temperatura, semejantes a los estados
solido y liquido del agua, y que pueden coexistir (ver Fig. 6). Por si solos, los lipidos con
acidos grasos saturados y largos se empaquetan a tal grado que tienden a formar
membranas en una fase solida ordenada (s,) o de gel, con minimo movimiento horizontal.
En contraste, los lipidos saturados junto con colesterol tienden a crear membranas en una
fase liquida ordenada (1,), en la que los lipidos tienen movilidad horizontal pero se
mantienen empaquetados de forma organizada. Las balsas lipidicas se encuentran en esta
fase lo. Finalmente, los lipidos insaturados tienden a constituir membranas en una fase
liquida desordenada (lq4, ver Fig. 6). Debe tomarse en cuenta que mientras mas baja sea la
temperatura de una membrana, mas tenderd a entrar en una fase s, y mientras mas alta sea,
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mas tendera a encontrarse en una fase lq. Es decir, membranas compuestas solamente por
lipidos saturados pasan a la fase 14 cuando son sometidas a altas temperaturas®>3%-3,

Figura 6. Representacion de las distintas fases de la membrana. Desde la izquierda: s6lida ordenada
(So), liquida desordenada (1) y liquida ordenada (1o, con colesterol en color azul)®.

Los estados fisicos de las membranas son importantes en la practica porque
permiten su separacion por medio de detergentes. A bajas temperaturas (normalmente 4°C),
las membranas en fase 14 son facilmente disueltas por el detergente Triton X-100 (TX100),
resultando en pequefnias micelas compuestas por una mezcla de los lipidos y el detergente;
en cambio, las fases 1, y s, son insolubles®®. La extraccion de las membranas que no son
disueltas por el TX100 (u otros detergentes similares), las cuales son llamadas membranas
resistentes a detergentes (DRMs), a bajas temperaturas, es una herramienta fundamental
para aislar fases de la membrana celular que reflejan la composicion de las balsas lipidicas
antes de ser procesadas®>-40:41,

Sin embargo, ;qué tan cercanamente las DRMs reflejan la composicion de las balsas
lipidicas antes de la extraccion? Se han acumulado evidencias de que la extraccion de
DRMs no crea dominios ordenados por su propia cuenta y de que lo extraido proviene de
dominios ordenados preexistentes>42:

e La concentracion de esfingomielina en la que se empiezan a forman dominios L, en una
membrana artificial es la misma con la que se empiezan a aislar DRMs.

e En el mismo sentido, la formacion de fases ordenadas por el colesterol en membranas
artificiales correlaciona fuertemente con la insolubilidad hacia detergentes que provoca.

e Ademas, en experimentos con membranas artificiales, solo se extrajeron DRMs de
aquellas membranas para las que se habia confirmado previamente que existian
dominios ordenados y no de aquellas para las que se inhibi6 la formacion de dominios
ordenados.

La razon propuesta detras de esto es que el TX100 no se puede empaquetar
intricadamente con los acidos grasos saturados de las fases ordenadas a bajas temperaturas
y por ello no se puede unir a ellos y disolverlos3404,

No obstante, las DRMs no se pueden igualar con las balsas lipidicas, como se hizo
precipitadamente en su definicion original**. Estudios poco antes del nuevo milenio
demostraron limitaciones del método®>404!:

e La cantidad de DRMs recuperadas tras la extraccion con detergentes no es exactamente
la misma que se encontraba en fase I, antes del procesamiento, sino que a veces es
menor.

e Se obtienen pequeiias cantidades de DRMs a 37°C, lo cual puede deberse a que a esa
temperatura las balsas lipidicas no son lo suficientemente estables como para resistir el
tratamiento con detergentes.
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e Debido al punto anterior, la extraccion de DRMs se realiza a bajas temperaturas. Sin
embargo, el comportamiento de las fases de la membrana, y por lo tanto su interaccion
con detergentes, depende de la temperatura, por lo que las bajas temperaturas usadas en
la extraccion de DRMs inducen la separacion de fases. Esto puede provocar la adicion
de lipidos y proteinas a las DRMs que no se encontraban en las balsas lipidicas.

e El uso de bajas concentraciones de TX100 hace que proteinas propias de la fase Lq de la
membrana se asocien mas con las DRMs, y que sea mas probable extraerlas en ellas®.
Por ello es necesario usar proteinas de la fase Ls como controles negativos de que la
extraccion de DRMs no incluyd contaminantes.

Los problemas iniciales de interpretacion de las DRMs, que las igualaban a las
balsas lipidicas, aunados al hecho de que las balsas lipidicas, exceptuando las caveolas y las
membranas apicales de células epiteliales, no han podido ser observadas, generaron mucho
escepticismo sobre la existencia misma de las balsas lipidicas***+.

Una razon por la que no han podido ser observadas es porque se estima que
generalmente son muy pequeiias, en el orden de 10-200 nm, fuera del rango asequible por
la microscopia actual*. Otra razon es que en células sin estimular probablemente sean aun
mas pequeiias (de 2-20 nm) y transitorias: se considera que con la estimulacion de
receptores que se encuentran en balsas lipidicas, como las proteinas ancladas a GPI, estos
se oligomerizan, permitiendo el reclutamiento de mas colesterol y lipidos saturados, que
por las interacciones mencionadas arriba tienden a agregarse. Posteriormente, el incremento
del orden en la balsa lipidica reduce el movimiento horizontal en la region y provoca que
sus componentes residan por mas tiempo en ella. Este modelo concuerda con las
mediciones del movimiento de lipidos alrededor de las proteinas asociadas a GPI y de las
observaciones de la formacion de balsas més grandes tras la oligomerizacion de
receptores?®4%, Actualmente se considera a las proteinas ancladas a GPI como unidades
fundamentales en la formacion de balsas lipidicas de mayor tamafio®’.

Por otro lado, el tamafio de las balsas lipidicas estd determinado por el tamafio de
los compartimientos del citoesqueleto: en un experimento con una célula sin citoesqueleto,
y a 12°C, se congregaron dos dominios distintos (uno en fase l, y otro en fase lq) de varios
micrometros de didmetro, mucho mayores que los compartimientos del citoesqueleto?!.
Esto indica que el tamafio no es una caracteristica definitoria de las balsas lipidicas, como si
lo es la inmiscibilidad de sus lipidos y la separacion en dominios que ésta genera*l, y
concuerda con la clasificacion de las caveolas y las membranas apicales como balsas
lipidicas.

Sin embargo, aunque en 1997 ya se habia establecido el modelo de las balsas
lipidicas, todavia hacia falta descubir, exceptuando a las caveolas, otro de sus componentes
esenciales: sus proteinas de andamiaje.

Las proteinas con dominio SPFH

Cuatro meses antes de que se propusiera el modelo de las balsas lipidicas se
describio a las flotilinas, proteinas llamadas asi por flotar en los gradientes de sacarosa que
se usan para extraer DRMs. En un principio, se consideraban asociadas a caveolas porque
se aislaban junto con las caveolinas aun con distintos métodos, con y sin detergentes*®.

Para 1999, un estudio bioinformatico agrup¢ a las flotilinas dentro de una familia de
proteinas membranales que se encuentra en todos los dominios de la vida y que esta
definida por un dominio comtn. Se llamo a este dominio SPFH por las proteinas que lo
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contienen: estomatina, prohibitina, flotilina y HfIK. Por su distribucion filogenética se
sugirio que podrian tener un origen antiguo en el ancestro de eucariontes y arqueas, y que
fueron transferidas horizontalmente a bacterias®.

Investigaciones a inicios de los 2000 revelaron otras varias propiedades en comun
de los integrantes de esta familia: se asocian a la membrana por una region hidrofobica en
su extremo amino, tienden a tener sus extremos amino y carboxilo en el citoplasma, tienen
modificaciones postraduccionales que les anaden 4cidos grasos saturados (miristoilaciones
y palmitoilaciones), tienden a oligomerizarse, y se asocian con las balsas lipidicas, al grado
de ahora ser consideradas como marcadores de éstas’*>!.

Estas caracteristicas son similares a las de las caveolinas, por lo que en 2005 se
propuso que podrian tener un papel similar, como andamiajes que organizan a las balsas
lipidicas, aunque era posible que formaran balsas distintas, porque se expresan en tipos
celulares donde no hay caveolas®*>!. Analisis posteriores de multiples procesos celulares
que las involucran evidenciaron su funcion como proteinas de andamiaje®*>4, y para 2007
se demostrd que efectivamente en células epiteliales las flotilinas forman balsas que no
involucran a las caveolinas®, por lo que ahora se considera a las caveolas mas bien como
un tipo particular de balsa lipidica.

Sin embargo, habia quedado pendiente un estudio serio de la evolucion de esta
familia de proteinas. También en 2005, después de que se propusiera su funcion como
andamiajes, se realizd una busqueda de proteinas similares a las SPFH de animales. Se
encontrd que los miembros de esta familia en el reino animal tenian una similitud promedio
del 89.7% entre ellas, por lo que se considerd que tenian un ancestro comtn. Por otro lado,
las proteinas con dominio SPFH de otros organismos s6lo contaban con una similitud del
26% con las de animales, por lo que fueron consideradas como productos de la evolucion
convergente. Para apoyar esta hipotesis se sefialo que las relaciones entre las proteinas con
dominio SPFH bacterianas (de las cuales analizaron 78 proteinas en 44 especies) no
coincidian con la filogenia aceptada para las especies bacterianas, y que las proteinas con
dominio SPFH de plantas no tenian miristolilaciones ni palmitoilaciones>®.

Pero esta hipdtesis fue disputada en 2009, ya que la no coincidencia de las
relaciones entre las proteinas con dominio SPFH con las relaciones evolutivas bacterianas
también podria ser explicada por la transferencia horizontal de genes, que es una de las
mayores causas de diversidad genética en procariontes. En el estudio de 980 genomas
procariotas, representando a todos los phyla, s6lo 31 genomas no contenian proteinas con
dominio SPFH, por lo que se concluy6 que estas proteinas son un fendmeno generalizado.
Se encontraron pares de organismos cercanamente relacionados filogenéticamente, de los
cuales uno no portaba ni una SPFH, mientras que el otro contaba con varias SPFH distintas:
esto no puede explicarse por herencia vertical, sino por la transferencia lateral de genes®’.

Por otro lado, aunque las estomatinas o flotilinas procariontes tenian un bajo
porcentaje de identidad con las eucariontes, tenian una similitud alta (por ejemplo, 29% y
69%, respectivamente, cuando se compararon las estomatinas humana y de Escherichia
coli). Las prohibitinas de la mitocondria, por su lado, estan estrechamente relacionadas a las
procariontes, por lo que pudieron provenir del evento de endosimbiosis que le dio origen.
Finalmente, se encontr6 que algunas subfamilias de las SPFH coevolucionaron con un
homologo del gen nfeD, una evidencia mas de un origen comtn®’.

Asi, se desarrolld una clasificacion de las proteinas con dominio SPFH con 12
subfamilias, y se generd un modelo de su evolucion a partir de un ancestro comun (ver Fig.
7). En ¢€l, las proteinas con dominio SPFH de las subfamilias 1-5, que componen el 75% de
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las proteinas con dominio SPFH procariontes, tienen un origen comun: la subfamilia
SPFHI1, que contiene a YbbK de E. coli, cuenta con proteinas similares a las estomatinas
eucariontes; la subfamilia SPFH2, a la que pertenece YuaG de Bacillus subtilis, tiene una
alta similitud con las flotilinas eucariontes; SPFH3 contiene a las proteinas similares a
HfIK/C de E. coli, pero no cuenta con miembros entre las archeas o los eucariontes; SPFH4
abarca a las prohibitinas procariotas, similares a las encontradas en las mitocondrias de
eucariontes; finalmente, SPFHS5 contiene a la proteina YqfA de B. subtilis, y solo se
encuentra en los phyla bacterianos Firmicutes, Chlorobi y Planctomycetes. Las otras
subfamilias son pequefias y contienen proteinas que no han sido estudiadas, e incluso
algunas que probablemente sean citoplasmaticas (SPFH 8 y 9)*7.

Cytoplasmic Membrane Mitochondria Endoplasmatic Reticulum Cytoplasmic Membrane

Stomatin1/2/3, Podocin Prohibitin1/2 Erlin1/2 Flotillin1/2

/ N
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Figura 7. Modelo de la evolucion de las subfamilias 1-5 de las proteinas con dominio SPFH,
incluyendo su coevolucion con el gen nfeD, en procariontes, y su transferencia posterior a
eucariontes’’

Por ultimo, el modelo de las balsas lipidicas predice que las proteinas que las
componen no deberian estar dispersas homogéneamente en la membrana celular, sino que
se encontrarian focalizadas. Apenas habiéndose propuesto el modelo, experimentos con
fluorescencia hicieron claro que éste es el caso (ver Fig. 8), porque las flotilinas 1 y 2 de los
astrocitos de rata tienen una localizacion puntuada (que no coincide con la distribucion de
la caveolina)®®.

Pero existe una excepcion, dado que las proteinas ancladas a GPI no cumplen con
este patron, y han generado controversia porque normalmente tienen una distribucion
uniforme en la membrana®®-°!. Este fenémeno se explica por lo pequefias y transitorias que
son las balsas lipidicas en las que se encuentran cuando aun no se han unido a su ligando.
Actualmente las proteinas ancladas a GPI son consideradas como marcadores de balsas
lipidicas?*4¢,

17



La localizacion de proteinas a través de diversas técnicas de microscopia
complementa las metodologias mencionadas arriba para la caracterizacion de las balsas
lipidicas en general, y de su composicion proteica en particular.

Figura 8. Distribucion puntuada de las proteinas de balsas lipidicas en la membrana celular.
Izquierda, ubicacion de la flotilina 1 (rojo) y la caveolina 1 (verde) en células epiteliales MCDK™.
Derecha, localizacion de la flotilina 1-GFP en células HeLa™.

Estos cuarenta afos de investigacion dejan ver que el modelo del mosaico fluido
hizo época, y representd un gran salto tedrico que proveyd de una base sélida para el
desarrollo posterior del entendimiento de la membrana celular’. Sin embargo, el abstraer las
diferencias entre los lipidos, que fue clave para la creacion del modelo del mosaico fluido’,
paso a ser insuficiente; y la hipodtesis de la homogeneidad de la membrana celular en
escalas de décimas de micrémetros 0 mas’ terminé convirtiéndose en un obstaculo a
superar por las futuras generaciones de cientificos. Para desarrollar el entendimiento de la
estructura y funcionamiento de la membrana celular se necesitd, no sélo entender a los
lipidos en abstracto, sino también comprenderlos en su diversidad y en sus interacciones
entre si, y comprender la compartamentalizacion de la membrana celular causada tanto por
éstas como por el citoesqueleto?!34. El corolario de estas lineas de investigacion fue negar
la hipotesis de la homogeneidad de la membrana celular y entender que es
predominantemente heterogénea®®-%? (de hecho, la membrana plasmatica solo puede
describirse como homogénea a escalas de 10 nm o menos®). Nicolson concluyo: “los
componentes de las membranas celulares funcionan en diversos dominios como elementos
cooperativos, dindmicos, no uniformes, no azarosos, dentro de un equilibrio
termodinamico”®. Este nuevo estadio tedrico, que no descartd el modelo del mosaico
fluido, si lo invirti6é por completo, al tiempo que lo llevo a un nivel superior que estd dando
base a nuevas décadas de experimentacion e investigacion.

Pero, a pesar de todo este progreso, todavia es necesario concretar aun mas nuestro
entendimiento de la membrana y las balsas lipidicas (las balsas de la membrana nuclear y
mitocondrial apenas han sido estudiadas®*). Particularmente, desde el origen del concepto
de las balsas lipidicas, se creia que éstas eran un fenomeno exclusivamente eucarionte**%3,
dado que los procariontes generalmente no cuentan con colesterol ni esfingolipidos, y
porque no se creia que la célula procarionte, que no esta compartamentalizada al grado de
la eucarionte, contara con tal complejidad en su membrana®.

De hecho, durante la ola de de investigacion de los 70 y 80 sobre el citoesqueleto, se
creia que éste era un nivel de complejidad exclusivo de eucariontes, y se daban razones
similares para descartar su existencia en procariontes. Pero esta nocion empezo6 a cambiar
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desde 1992, cuando se encontraron proteinas en E. coli similares a las del citoesqueleto
eucarionte, y ahora su existencia es un hecho®’.

Microdominios membranales funcionales en bacterias

Las membranas bacterianas no s6lo carecen de esfingolipidos y colesterol, sino que
tienen una composicion y estructura particulares (ver Fig. 9). Las bacterias Gram negativas
tienen dos membranas: la membrana interna estd compuesta principalmente por
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol y cardiolipina, mientras que la membrana externa
contiene fosfatidiletanolamina en su capa interna y lipopolisacaridos en su capa externa.
Entre ambas, existe una pared celular compuesta de peptidoglicanos. En cambio, las
bacterias Gram positivas s6lo tienen una membrana, compuesta principalmente por
fosfatidilglicerol y cardiolipina. Rodeandola también cuentan con una pared celular de
peptidoglicanos, pero de mayor calibre®®. Las bacterias Gram positivas retienen el colorante
de la tincion de Gram porque tienen una mayor pared celular'.
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Figura 9. Representacion esquematica de la membrana de bacterias Gram positivas y negativas'.

Desde inicios de la década de 2000 se encontrd que la cardiolipina y la
fosfatidiletanolamina forman dominios en la membrana bacteriana. Por su estructura,
ambos lipidos tienden a concentrarse en las regiones con una forma coéncava, como los
polos de los bacilos. Incluso proteinas especificas son secuestradas en estos dominios®®,

Con esta evidencia, y la identificacion generalizada de proteinas con dominio SPFH
en procariontes, se daba un indicio de la existencia de balsas lipidicas en bacterias. Por ello,
en 2009 se analizo en la bacteria Gram positiva B. subtilis la localizacion de YuaG®,
proteina destacada previamente por tener la mayor identidad de secuencia a las flotilinas de
animales, del 36%°°. Se describié que YuaG estéa focalizada en la membrana, pero la
cantidad de focos encontrados durante la fase exponencial del cultivo es baja, y empieza a
aumentar desde la fase estacionaria. Cuando midieron la transcripcion del operdn yuaFGI,
también encontraron que inicia durante la fase estacionaria (ver Fig. 10).

En otro respecto, analizando la localizacion tridimensional de YuaG, notaron que
sigue un patron en espiral alrededor de la membrana, no aleatorio, y mas bien dindmico.
Pero, comparando los patrones de la cardiolipina y los focos de YuaG, notaron que no
corresponden completamente, por lo que concluyeron que normalmente YuaG no se
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encuentra en estos dominios. Finalmente, reportaron que la eliminacion de YuaG ralentiza
la esporulacion de B. subtilis y la transcripcion de genes que la regulan, y altera la
formacion de septa de células en division®’.

A

Figura 10. Localizacion de YuaG (azul) en la membrana (rojo) de B. subtilis. A) En cultivo en fase
exponencial. B) Durante la fase estacionaria. C) Reconstruccion 3D de los focos de YuaG en la
membrana®.

En 2010, Lépez y Kolter encontraron los lipidos responsables de la localizacion
focalizada de YuaG”. Su estudio inicio tras la serendipia de que la nistatina, que es un
antifingico, interrumpi6 la formacion de biopeliculas de B. subtilis. La formacion de
biopeliculas esta controlada por la cinasa KinC, que fosforila al regulador de respuesta
Spo0A, el cual activa la formacion de biopeliculas cuando est4 fosforilado.

Previamente se habia descrito a la nistatina como capaz de secuestrar esteroles, por
lo que se sugirié que interrumpia la formacion de balsas lipidicas*’; pero B. subtilis no tiene
esteroles. Por ello, buscaron moléculas similares a los esteroles e interrumpieron las vias de
sintesis que encontraron. Una de ellas, de lipidos carotenoides provenientes del escualeno,
al ser interrumpida tenia el mismo efecto que la nistatina, y este efecto se encontraba rio
arriba de la fosforilacion de Spo0OA, es decir, directamente sobre la actividad de la cinasa.
Ya se habia reportado que KinC tenia una localizacion focalizada en la membrana, por lo
que se penso que podria encontrarse en dominios similares a las balsas lipidicas y por ello
los carotenoides eran necesarios en su funcion.

Es mas, YuaG colocaliza con KinC. Por todo esto, y su distribucion heterogénea,
YuaG fue renombrada como FloT. Por otro lado, YqfA, la otra proteina con dominio SPFH
de B. subtilis (renombrada como FloA), también colocaliza con KinC y FloT. La
eliminacion de ambas flotilinas provocd la interrupcion de la formacion de biopeliculas y la
pérdida del patron de distribucion heterogénea de KinC en la membrana. Deletar una sola
flotilina no provocaba ese efecto. El fenotipo fue restaurado parcialmente con la
sobreexpresion de la cinasa de histidinas KinC.

Con esto, se demostro la existencia de microdominios membranales funcionales
(MMFs) en bacterias, similares a las balsas lipidicas de eucariontes’. Se les llam6 MMFs
porque, aunque tienen una estructura similar a las balsas lipidicas, su funcién podria
diferir®. En el mismo estudio, mostraron que la flotilina de Staphylococcus aureus y YqiK
de E. coli también tienen una distribucion puntuada en la membrana celular, sugiriendo la
existencia de MMFs en otras bacterias.

Desde entonces, esta nueva linea de investigacion ha explorado cada vez mas
profundamente las similitudes entre las balsas lipidicas eucariotas y los MMFs procariotas.
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Respecto a la misma B. subtilis, en 2012, el mismo equipo encontrd que el efecto de la
delecion de ambas flotilinas sobre la formacion de biopeliculas y la esporulacion es mas
severo que la eliminacion solo de kinC, a diferencia de como se habia reportado antes, por
lo que sospecharon que la falta de flotilinas afecta otras proteinas’!.

Haciendo espectrometria de masas de las proteinas en las DRMs de B. subtilis, se
encontro a la proteasa FtsH, que al degradar a las proteasas RapA, RapB, RapE y SpoOE,
incrementa los niveles de SpoOA fosforilado. Su presencia en DRMs depende de las
flotilinas, con las que interactda, y sin ellas disminuyen los niveles de FtsH en la célula.
Deletar a ftsH afecta severamente la esporulacion y la formacion de biopeliculas, de la
misma forma que con las flotilinas. Es interesante que en E. coli la oligomerizacion de FtsH
depende de HfIK. Por otro lado, encontraron que FloT y FloA tienen un movimiento libre
en la membrana, excepto cuando se encuentran en los septa de las bacterias en division,
donde estan estaticas’!.

El mismo afio, otro equipo describi6 que tanto floT como floA de B. subtilis tienen
genes similares a nfeD rio arriba de ellas, y se les llamo nfeD2 y nfeD1b, respectivamente.
La proteina NfeD2 también tiene una localizacion puntuada, que colocaliza un 90% de las
veces con FloT. Ademas, la interrupcion de FloT hizo que NfeD2 se distribuyera
homogéneamente en la membrana, pero la ausencia de NfeD2 no afect6 la localizacion de
FloT, por lo que se piensa que FloT recluta a NfeD2 y tienen una funcion conjunta. En
cambio, NfeD1b parece no localizarse en la membrana y es independiente de las
flotilinas’?.

Ademas, encontraron que el movimiento de FloT y FloA en la membrana es
aleatorio, mas bien regido por el movimiento browniano, y es independiente el uno del otro.
A nivel celular, la delecion de flo4/T distorsiona la forma de las células y de su membrana,
disminuye su movilidad, reduce su capacidad de transferir genes a través de competencia y
ralentiza su crecimiento’?.

Pero el estudio de los MMFs no ha estado restringido a B. subtilis, sino que se ha
extendido a varias otras especies. En el afio 2010 se mostré que Borrelia burgdorferi,
bacteria Gram negativa causante de la enfermedad de Lyme, cuenta con MMFs de
colesterol en su membrana externa, de alrededor de 100 nm de didmetro, y se dio evidencia
directa de su existencia a través de métodos de microscopia. También se mostr6 que la
proteina de membrana externa OspB es esencial en el mantenimiento de estos MMFs’?. Sin
embargo, este caso es inusual porque las espiroquetas no pueden sintetizar colesterol, sino
que B. burgdorferi mas bien lo obtiene de su hospedero’. Hay otras bacterias que también
manipulan la célula del hospedero y adquieren colesterol y/o esfingolipidos de ella, como
Chlamydia spp., Anaplasma phagocytophilum™ o Helicobacter pylori’s.

En 2013, se encontrd que la proteina con dominio SPFH Cj0268c de la bacteria
Gram negativa Campylobacter jejuni, que es la principal causa de diarrea bacteriana,
participa en la virulencia de esta bacteria in vitro. En particular, las cepas en las que se
deletod este gen son 40% menos capaces de adherirse a células de colon humano que las
cepas silvestres y son menos resistentes al tratamiento con TX100, sin que sean afectadas
su motilidad, autoaglutinacion o bombas de eflujo. Expresar heterologamente esta proteina
en E. coli provoco que duplicara su capacidad de adhesion en células del colon”’. El afio
siguiente, el mismo grupo demostr6 que la cepa de C. jejuni en la que se eliminé ¢j0268¢
provoca una patologia menos severa en el intestino de ratones gnotobioticos infectados, lo
que demostrd por primera vez in vivo la relacion de esta proteina con la virulencia de C.
Jjejuni’®,
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En 2015, una investigacion dirigida por Simons demostr6 la existencia de MMFs en
la membrana externa de Methylobacterium extorquens, una bacteria Gram negativa
asociada con plantas. Aunque no produce esfingolipidos ni colesterol, tiene otros lipidos
similares: los hopanoides son isoprenoides estructuralmente homdlogos a los esteroles, que
también promueven la organizacion de la membrana, y el lipido A tiene una estructura muy
similar a la de los esfingolipidos. Ambos interactiian favorablemente entre si, y el lipido A
tiene repulsion por los lipidos insaturados. Es mas, las cepas incapaces de producir
hopanoides tienen un transporte deficiente hacia el exterior de la célula”™.

En 2016, se investigo la existencia de MMFs en Bacillus anthracis, la bacteria
Gram positiva responsable del antrax. Esta tiene una sola flotilina, FlotP, que esta
enriquecida en DRMs y tiene una localizacion puntuada en la membrana. Ademas, el acido
zaragdzico, que inhibe la sintesis de escualenos, disminuy6 en mas del 40% la secrecion de
toxinas, al mismo tiempo que disminuyo0 la expresion de FlotP y la desaparecio de la
membrana®’,

En 2017, el grupo de Lopez demostro la existencia de MMFs en Staphylococcus
aureus, que es Gram positiva. Esta bacteria tiene s6lo una flotilina, FloA, con 84% de
identidad a la FloA de B. subtilis, también con una localizacion puntuada en la membrana.
Mostraron que FloA es la responsable de anclar el degradosoma de S. aureus a la
membrana, al funcionar como andamiaje de la endoribonucleasa Rny, con la que
colocaliza. De todo el degradosoma, sdlo Rny interactiia con FloA. Y al deletar a FloA,
Rny perdio su distribucion heterogénea en la membrana y dejo de encontrarse
exclusivamente en DRMs. Al mismo tiempo, se disminuy6 la oligomerizacion del
degradosoma, y ARNSs no codificantes que éste regula no fueron degradados®!.

En pruebas in vivo, tanto en ratones como en larvas de Galleria mellonella, 1a
polilla de la cera, la delecion de FloA disminuyo6 la patogenicidad de la bacteria. Usar
moléculas que perturban la formacion de balsas lipidicas (como el acido zaragdzico o la
miltefosina) tuvo un efecto similar al de eliminar a FloA, tanto in vitro como in vivo. Asi,
no s6lo demostraron una conexidon mas entre los MMFs y la virulencia bacteriana, sino
también una nueva forma de combatir sus infecciones®!.

Un obstéaculo para estudiar los MMFs en bacterias Gram negativas es la presencia
de la membrana externa, que también es resistente a la disolucion por detergentes. Sin
embargo, en 2016 en nuestro laboratorio se desarrolldé un método para aislar las DRMs de
estas bacterias, primero separando las membranas interna y externa para luego obtener
DRMs de la membrana interna. El método se prob6 en E. coli (cuya HfIC se encuentra
focalizada en los polos de la célula) y en Vibrio alginolyticus®?.

Continuando con ese trabajo, el afo pasado se demostro la existencia de MMFs en
E. coli. Se realiz6 un estudio protedmico de las DRMs de su membrana interna. Tres de las
cuatro proteinas con dominio SPFH de E. coli se encontraron en la proteémica; YqiK
probablemente no fue detectada porque tiene una expresion baja. Las demas proteinas
encontradas sobre todo estan involucradas con el transporte membranal, el metabolismo de
energia, de la pared celular, y secrecion. Ademas, se analiz6 la localizacion en la membrana
de algunas de las proteinas que se encontraban enriquecidas en las DRMs, y todas tuvieron
una localizacion puntuada en la membrana®®. Por ultimo, también se encontré que la
delecion de las flotilinas AfIK y hfIC de E. coli, pero no su eliminacion individual, provoca
la activacion temprana del sistema de dos componentes BarA/UvrY y que éste se mantenga
activado durante etapas tardias de la fase estacionaria (Georgellis et al/, no publicado), por
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lo que éstas podrian estar involucradas en ser andamiajes de proteinas capaces de reprimir
este sistema.

Como podemos ver, a pesar de que las bacterias no producen colesterol o
esfingolipidos, se ha demostrado la existencia en ellas de lipidos similares estructural y
funcionalmente (carotenoides, hopanoides y lipido A). Por otro lado, varios miembros de
las proteinas con dominio SPFH bacterianas juegan el mismo papel que sus contrapartes
eucariontes, como andamiajes moleculares. Estos dos componentes llevan a la formacion
de dominios membranales semejantes a las balsas lipidicas, segregados del resto de la
membrana, y esenciales en el funcionamiento de diversas vias regulatorias de la funcion
celular (ver Fig. 11)%. La tarea ahora es desarrollar el conocimiento de los MMFs, por
ejemplo, explorando si existen en otras bacterias. Sigue como pregunta abierta si existe una
interaccion entre el citoesqueleto bacteriano y los MMFs.
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Figura 11. Comparacion estructural de las balsas lipidicas eucariontes y los MMFs de bacterias.
Los MMFs estan compuestos por lipidos similares a los esfingolipidos y al colesterol de las balsas
lipidicas. Las proteinas con dominio SPFH de los MMFs tienen la misma funcion de andamiaje que
las de balsas lipidicas, aunque se asocian a ellos a través de sus terminales amino, y no a través de
lipidos unidos covalentemente. Finalmente, las proteinas asociadas a MMFs tienden a ser
multiméricas, a diferencia de las asociadas a balsas lipidicas®.
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Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa extremadamente versatil, capaz de
vivir en ambientes acuéticos®, terrestres y como parasito de plantas®® y de humanos®®.
Como patdgeno de humanos, causa severas infecciones en pacientes inmunodeprimidos,
con quemaduras graves o con fibrosis quistica y produce altas tasas de mortalidad por
neumonias nosocomiales®.

Sus infecciones pueden ser agudas o cronicas, lo que en gran parte depende del
modo de vida adoptado por la bacteria. El modo de vida planctonico progresa a través de la
adherencia de la bacteria a las células del hospedero por medio de fimbrias o flagelos, la
inyeccion de factores de virulencia directamente a las células del hospedero por medio del
sistema de secrecion tipo III (SST3), y la secrecion de otros factores de virulencia al medio,
como la elastasa LasB, que ayuda a degradar los tejidos infectados. Entre estos tejidos se
encuentra el endotelio de los vasos sanguineos, que si es degradado por los factores de
virulencia de P. aeruginosa puede ser una via de entrada al torrente sanguineo. Este modo
de vida despierta rapidamente la respuesta inmune del hospedero y estd mas asociado a las
infecciones agudas®. El SST3 es una maquina molecular, también conocida como
inyectisoma, que cuenta con un apéndice similar a una aguja capaz de formar un poro a
través de la membrana de la célula objetivo e inyectar toxinas®’-%. Solo se han descrito
cuatro proteinas efectoras inyectadas por el SST3 de P. aeruginosa: ExoU, ExoY, ExoS y
ExoT. Estas provocan la destruccion de tejidos, obstaculizan la respuesta inmune y evitan
la reparacion de los dafios que provocan®-°,

En cambio, el modo de vida de formacion de biopeliculas estd mas asociado a las
infecciones cronicas, dado que tiene un crecimiento mas lento y menos agresivo. Estas
infecciones pueden persistir por décadas sin llegar al torrente sanguineo. Las biopeliculas
son una matriz extracelular de polisacaridos, proteinas y ADN que encapsula sésiles a las
células, las protege de antibidticos, de las condiciones ambientales y del sistema inmune, y
permite que compartan recursos entre ellas (ver Fig. 12 A)%°1, En las biopeliculas, los
ramnolipidos (que son una clase de glicolipidos con ramnosa conocidos por su capacidad
de provocar hemolisis) funcionan como “escudos”, que provocan la lisis de los leucocitos
polimorfonucleares que de otra forma fagocitarian a las bacterias’!. En este modo de vida
también se expresa el sistema de secrecion tipo VI (SST6), que es una maquina molecular
contréctil y reusable capaz de perforar la membrana de una célula colindante y traspasar
proteinas efectoras. Su principal funcion es matar células de otras especies, sean procariotas
o eucariotas’>%3,

En los pacientes con fibrosis quistica, una enfermedad genética donde la depuracion
mucociliar de los pulmones se encuentra perjudicada, se acumulan placas de mucosidad
donde las bacterias pueden prosperar. E1 60% de los adultos con fibrosis quistica cuentan
con una infeccion cronica de P. aeruginosa y ésta es su causa principal de mortalidad®**>.
En estos pacientes, la evolucion de las cepas presentes de P. aeruginosa es esencial en el
establecimiento de la infeccion cronica. Los cambios fenotipicos mas asociados a este
proceso son la resistencia a antibidticos, la menor expresion de factores de virulencia, la
sobreproduccion de alginato (que es un componente de las biopeliculas) y la pérdida de
motilidad®>°.

Esto no significa que exista una linea divisoria absoluta entre los distintos modos de
vida de P. aeruginosa, sino que la transicion de una fase a otra es un proceso flexible donde
pueden coexistir caracteristicas de ambas. Es mas, en las biopeliculas se da una
diferenciacion en subpoblaciones que cuentan con distintas caracteristicas fenotipicas®®.

24



extracellular products &
common goods

RsmYZ !

1
1
virulence |
factors :

LPS

0. extracellular matrix

PA1611

Rst RsmY
N s
@

Figura 12. Modos de vida de P. aeruginosa y su regulacion maestra. A) Los modos de vida
plancténico (azul) y sésil (rojo) dependen de los niveles de »smYZ regulados por B) el sistema de
dos componentes GacS/GacA y su red de regulacion. En azul se muestran los componentes de la
red que, cuando son eliminados genéticamente, perjudican la formacion de biopeliculas, y en rojo

aquellos que cuando son eliminados incrementan masivamente la formacion de biopeliculas®.
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El sistema de dos componentes GacS/GacA y su regulacion sobre la proteina RsmA
son centrales en la virulencia de P. aeruginosa y en la modulacion de sus dos modos de
vida®®. De hecho, la eliminacion del gen gacA resulté en una disminucion significativa de la
virulencia de P. aerugmosa en los modelos de infeccion de raton, Arabidopsis thaliana®’,
Caenorhabditis elegans®® y G. mellonella®

GacS es una cinasa sensora (cuya activacion en Pseudomonas fluorescens se ha
relacionado con intermediarios del ciclo de Krebs!'?’) que tras autofosforilarse puede
fosforilar a su vez al regulador de respuesta GacA. GacA fosforilado activa la expresion de
los ARNs pequetios RsmY y RsmZ, los cuales son capaces de secuestrar a la proteina
RsmA. RsmA regula positivamente los factores de virulencia relacionados con la fase
planctonica y regula negativamente aquellos relacionados con la fase sésil. Lo lleva a cabo
regulando negativamente diversos ARNs codificantes compitiendo por ellos con el
ribosoma®®!%!, Ademas, las cinasas sensoras BfiS, PA1611, RetS, LadS y SagS contribuyen
a la regulacion de este sistema central (ver Fig. 12 B). El sistema GacS/GacA es homoélogo
al sistema de dos componentes BarA/UvrY de E. coli, el cual activa la transcripcion de los
ARN s pequefios CsrB y CsrC, que secuestran a CsrA3102,

El sistema regulatorio GacS/GacA también regula positivamente los sistemas de
percepcion de quoérum Las y Rhl (ver Fig. 13). RsmA regula negativamente la sintesis de
las acilhomoserin lactonas (AHLSs) de estos sistemas!®®. Las AHLs son 4acidos grasos unidos
al grupo homoserin lactona; el sistema Las cuenta con la homoserin lactona N-3-oxo-
dodecanoil, también conocida como 3-0x0-C12-HSL, y el sistema Rhl con la homoserin
lactona N-butanoil (o C4-HSL)!%4,

Cuando la concentracion de 3-oxo-C12-HSL llega a un nivel umbral, es capaz de
unirse al regulador LasR, permitiendo su union al ADN. LasR regula positivamente la
transcripcion de muchos genes relacionados con virulencia, como las elastasas y la proteasa
alcalina, o la exotoxina A. También induce la transcripcion de Lasl, el productor de las
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AHLs que se unieron a LasR en un principio, creando un circuito de retroalimentacion
positiva!®,

Por otro lado, LasR regula positivamente la transcripcion de RhIR, el regulador del
sistema de percepcion de quorum Rhl, que produce la C4-HSL a través del gen Rhll, y que
induce la produccion de ramnolipidos, pero reprime el ensamblaje y funcion del SST3!%4,

induction of the
Rhl QS-system

Hierarchical \ A~ |I

C4-HSL ’
Figura 13. Funcion de los sistemas de percepcion de quérum Las y Rhl de P. aeruginosa'®.

P. aeruginosa tiene una de las redes de regulacion mas complejas y estudiadas entre
los microorganismos!®4. De sus 6.3 Mb en el genoma, el 10% esta dedicado a sistemas de
regulacion, y de todos sus sistemas de dos componentes, que involucran a 64 cinasas
sensoras, 72 reguladores de respuesta y 3 proteinas de fosforelevo, el 50% esta relacionado
con su virulencia!®,

E. coli enteropatogena (EPEC)

E. coli es una bacteria Gram negativa que normalmente habita en ambientes
terrestres, acuaticos, sedimentos, comida, y como comensal en el intestino de animales de
sangre caliente y de reptiles. Sin embargo, algunas de sus cepas han evolucionado hacia un
modo de vida patégeno, y causan una amplia gama de enfermedades. Estas cepas
generalmente son clasificadas por patotipos, es decir, por compartir un conjunto de factores
de virulencia, y no por formar grupos monofiléticos!?®107,

EPEC es uno de los principales agentes causales de diarrea en infantes, sobre los
que provoca una alta mortalidad en paises del Tercer Mundo!%%:198:19 EPEC y EHEC (E.
coli enterohemorragica) se distinguen de los demas patotipos de E. coli por provocar
lesiones de adhesion y destruccion (A/D) en el tejido epitelial del intestino: en ellas, la
célula epitelial pierde sus microvellosidades y padece un rearreglo de su citoesqueleto de
forma que la bacteria termina adherida intimamente a su membrana, sobre un pedestal de
actina acumulada bajo la membrana eucarionte (ver Fig. 14 C)!9619 La diferencia
fundamental entre EPEC y EHEC es que esta ultima es capaz de producir la toxina Shiga,
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la cual es un fuerte inhibidor del ribosoma en la célula del hospedero y se encuentra
codificada en dos bacteridfagos integrados al cromosoma'!'?. También se diferencian
porque EHEC infecta el colon, mientras que EPEC infecta el intestino delgado!%.

Hay muchos factores de virulencia involucrados con las lesiones A/D de EPEC:
bajo las condiciones del intestino, se induce la expresion del pilus tipo IV (también llamado
BFP por bundle-forming pilus), el cual, junto con el flagelo, permite que la bacteria se
adhiera de forma inicial a una célula intestinal. Después, es activado el sistema de secrecion
tipo IIT (SST3), un complejo molecular también conocido como inyectisoma'%®-108:111 Este
ultimo tiene un cuerpo basal multiproteico que atraviesa ambas membranas de la bacteria,
un complejo citoplasmatico de ATPasa que provee de energia al sistema, un filamento de
aguja extracelular compuesto por multiples subunidades de la proteina EspA, y un poro de
translocacion conformado por el heteroligdmero de EspB y EspD, las cuales cuentan con
dominios transmembranales que permiten atravesar la membrana de la célula intestinal (ver
Fig. 14 A)!'2,

El inyectisoma permite la secrecion de proteinas efectoras directamente al interior de
la célula eucarionte. Entre ellas se encuentra Tir, que se dirige a la membrana de la célula
epitelial y se une con la intimina de la membrana externa de la bacteria, asi adhiriendo
estrechamente ambas células. Tir también provoca la nucleacion de elementos del
citoesqueleto eucarionte a partir de ella, llevando asi a la formacién del pedestal de actina
(ver Fig. 14 B y C)!106.108.111,

Las demas proteinas efectoras/toxinas inyectadas por el SST3, no s6lo provocan el
rearreglo del citoesqueleto eucarionte, apoyando asi a la formacién de la lesion A/D, sino
que participan también en la evasion del sistema inmune: provocan la inhibicion de la
inflamacion, de la fagocitosis, de la secrecion de citoquinas, de las vias enddgenas y
exogenas de apoptosis, y evitan la activacion del inflamosoma!!#. La tnica toxina de la que
se ha reportado un mecanismo de secrecion independiente al SST3 es la proteina EspC, que
provoca dafios en el citoesqueleto de células epiteliales'!.
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Figura 14. Proceso general de la formacion de lesiones A/D'", ver descripcion en el texto.

La base genética de las lesiones A/D es el locus de destruccion del enterocito (LEE),
una isla de patogenicidad de 35-43 kb compuesto por cinco operones con 41 marcos
abiertos de lectura: los operones LEE -3 codifican el SST3, junto con la ATPasa del
sistema, llamada EscN; LEE4 codifica las proteinas EspA, EspB y EspD; y LEES codifica a
la intimina y a Tir. Ademas, LEE] codifica al regulador maestro de la expresion de esta isla
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de patogenicidad, llamado Ler, que activa la expresion de los locus LEE2-5, asi como la
expresion de otras proteinas relacionadas con la virulencia, incluida EspC (Fig. 15)!%.

La base genética del pilus tipo IV se encuentra en el plasmido EAF, que contiene
los 14 genes que lo codifican, su regulador positivo, perd, y a otro activador de Ler,
llamado perC. Es interesante que Ler reprime la expresion de per, en un circuito de
retroalimentacion negativa'®,

Ler es controlado por GrlA (regulador global de Ler), el cual activa su transcripcion.
Al mismo tiempo, Ler estimula la expresion de GrlA, en un ciclo de retroalimentacion
positiva. Por su lado, gri4 es controlado por distintos sistemas que reflejan las condiciones
ambientales: las bajas concentraciones de magnesio aumentan la expresion del ARN
pequeiio MgrR, que estabiliza el transcrito de gr/4; la abundancia de cationes de hierro
reprime a RhyB, evitando asi que éste reprima al operon griRA; el sistema de dos
componentes BarA/UvrY, que es activado en la transicion de la fase exponencial a la
estacionaria por la acumulacion de acetato en el medio, reprime a CsrA través de los ARNs
pequefios CsrB y CsrC!%, y asi evita que CsrA reprima a griA. Por ello, distintos medios de
cultivo afectan la expresion de los factores de virulencia de EPEC: la transcripcion de griAd
es casi 30 veces mas alta en el medio de cultivo DMEM (Medio de Eagle modificado por
Dulbecco) que en el medio LB (Luria-Bertani); de la misma forma, la transcripcion de perd
es 25 veces mas alta en DMEM!,

Finalmente, el funcionamiento del sistema de dos componentes Cpx, que responde a
distintas formas de estrés celular, al mal plegamiento de proteinas de la membrana, e
incluso a la adhesion celular, regula negativamente los operones de LEE, y especialmente a
LEEI, LEE4 y LEE5', y reprime la transcripcion de los genes bfp'!3.
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Como se abordo en las secciones pasadas, el entendimiento de los MMFs en
bacterias, que representa una continuacion de la investigacion acerca de las balsas lipidicas
en eucariontes, apenas se esta desarrollando. Hay muchas preguntas abiertas al respecto,
pero una de ellas es si existen MMFs en otras especies bacterianas, cudl es su composicion
y con qué funciones cuentan. Responder estas preguntas respecto a P. aeruginosa abriria
otro campo de investigacion relacionado con la tan estudiada virulencia de esta bacteria y
permitiria desarrollar el entendimiento de los MMFs en general. En este trabajo, se empezo
a analizar la existencia de MMFs en esta bacteria, partiendo de sus proteinas con dominio
SPFH y el efecto de su interrupcion sobre su virulencia.
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HIPOTESIS

Existen proteinas con dominio SPFH en P. aeruginosa, y esto es una evidencia de la
posible existencia de MMFs en ella. La eliminacion de estas proteinas, sobre todo si son
deleciones multiples, tiene efectos sobre la virulencia de esta bacteria. Esto puede
involucrar al sistema de dos componentes GacS/GacA, homdlogo del sistema BarA/UvrY
de E. coli, en el que ya se encontr6 una relacion con las proteinas con dominio SPFH.

OBJETIVO GENERAL

Identificar y deletar los genes que codifican proteinas con dominio SPFH en el genoma de
P. aeruginosa y evaluar su impacto en la expresion de factores de virulencia y patogénesis.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Hacer una busqueda informatica de proteinas con dominio SPFH, ortélogas a las
reportadas en otras bacterias, en el genoma de P. aeruginosa.

2. Construir cepas con eliminaciones individuales y multiples en los genes identificados
como codificantes para proteinas con dominio SPFH.

3. Estudiar el efecto de las eliminaciones sencillas o multiples de estos genes sobre:
a. El crecimiento de la bacteria
b. La actividad de los factores de virulencia proteasa alcalina y elastasa.
c. La capacidad de esta bacteria de causar mortalidad en larvas de la polilla de la
cera, G. mellonella.

4. Analizar la capacidad de las cepas con deleciones en los genes de proteinas con

dominio SPFH de la bacteria E. coli enteropatdogena para causar mortalidad en larvas de
G. mellonella.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Busqueda de homologos de las proteinas con dominio SPFH de E. coli

y B. subtilis codificados en el genoma de P. aeruginosa

Se realiz6 una busqueda de homologos de las proteinas con dominio SPFH de E.
coli y B. subtilis codificados en el genoma de la cepa UCBPP-PA14 de P. aeruginosa
(PA14). Se selecciono la cepa PA14 para este estudio por sus altos niveles de virulencia,
comparada a otras cepas de la misma especie (incluyendo PAO1)”, y porque es el genotipo
mas frecuentemente encontrado en muestras de diversos ambientes a nivel mundial'!®. Esta
cepa se aislo originalmente de una quemadura infectada de un paciente hospitalizado, y se
reportd por primera vez en 1977 como una de las cepas de P. aeruginosa mas virulentas
para plantas, lo cual fue relacionado con su diseminacion hasta el humano!2%!2!,

La busqueda de homologos se llevd a cabo mediante la herramienta BioCyc
BLAST!?2, por medio de un Blast-p de las diversas proteinas con dominio SPFH reportadas
de E. coli (HfIK, HfIC, YbbK y YqiK®) y de B. subtilis (FloT y FloA’°) contra las
proteinas codificadas en el genoma de PA 14, utilizando los pardmetros estandares (ver
porcentajes de identidad en el Anexo 1). Las secuencias resultantes fueron analizadas con la
herramienta Conserved Domains Search de NCBI'23-!25; aquellas con dominio SPFH
fueron categorizadas como proteinas con dominio SPFH candidatas de PA14 (ver dominios
encontrados en el Anexo 2). Se encontraron las siguientes proteinas, etiquetadas de acuerdo
a su nomenclatura en la Pseudomonas Genome Database!?’:

Etiqueta del locus Tipo de dominio Proteina modelo con
SPFH mayor identidad
PA14 05890 Eslipinas similares | YbbK de E. coli
a estomatina
PA14 16180 YqiK YqiK de E. coli
PA14 33070 HfIK HfIK de E. coli
PA14 33080 HfIC HfIC de E. coli
PA14 33110 HfIK HfIK de E. coli
PA14 41420 HfIC HfIC de E. coli
PA14 60630 Eslipinas similares | YbbK de E. coli
a estomatina
PA14 65270 (HfIC) | HfIC HfIC de E. coli
PA14 65280 (HfIK) | HfIK HfIK de E. coli

Las proteinas con dominio SPFH de E. coli tuvieron una mayor identidad con las
candidatas de PA14 que lo que lo hicieron las proteinas con dominio SPFH de B. subtilis.
De hecho, respecto a B. subtilis, s6lo se encontraron proteinas con dominio SPFH cuando
se utilizo a FloT como modelo. Esto es razonable, ya que E. coli evolutivamente es mucho
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mas cercana a P. aeruginosa: ambas pertenecen a la clase Gammaproteobacteria, mientras
que B. subtilis pertenece a otro phylum (Firmicutes).

El hecho de que en PA14 haya una cantidad mucho mayor de genes de proteinas
con dominio SPFH que en E. coli o B. subtilis es posiblemente una consecuencia de la
regulacion genética mas compleja de P. aeruginosa. Sin embargo, es necesario analizar la
funcion, localizacion y estructura de estas proteinas antes de considerarlas como proteinas
de andamiaje similares a las proteinas con dominio SPFH propias de las balsas lipidicas o
los MMFs.

Dada la coevolucion de las proteinas NfeD y las proteinas con dominio SPFH, es
interesante sefialar que en el mismo operon e inmediatamente rio arriba del gen
PA14 05890 se encuentra un gen similar a nfeD, PA14_05880 (ver Fig. 16). Al mismo
tiempo, también es interesante porque previamente se ha demostrado en B. subtilis que las
proteinas codificadas por los genes nfeD2 y floT, que se encuentran en el mismo operdn,
interactian: NfeD2 es reclutada por FloT a puntos focalizados de la membrana y puede
tener un papel en el ensamblaje de los andamiajes de FloT’2. Aunque esto tltimo no sucede
en todos los pares de proteinas con dominio SPFH y NfeD7?, es una evidencia que tomar en
cuenta.

2. Disponibilidad de cepas con interrupciones en genes que codifican

proteinas con dominio SPFH

Se solicitaron cepas con interrupciones en los genes identificados en la seccion
anterior. Estas cepas provenian de la coleccion de Ausubel'?® y fueron creadas por insercion
de transposon. Hubo cepas disponibles con interrupciones en los genes AfIK, PA14_05890,
PAI14 60630y PAI4 33070 (ver Fig. 16).

Es necesario hacer notar que éstas son cepas en las que un solo gen se encuentra
interrumpido, mientras que los efectos reportados en B. subtilis y en E. coli se encontraron
en eliminaciones multiples (Georgellis et al, no publicado, y 7°). Ademas, como son
mutaciones por transposon, no es posible saber si la interrupcion afectd también los genes
del mismo operon pero rio abajo del gen blanco. Por ello, como veremos mas adelante, al
mismo tiempo que se analizaban los fenotipos de las cepas de la coleccion de Ausubel
también se progreso con la creacion de eliminaciones individuales propias de estos mismos
genes.
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Figura 16. Representacion de los operones de PA14 donde existen proteinas con dominio SPFH. Se
presentan en naranja las cepas con interrupciones individuales provenientes de la coleccion de
Ausubel que se encontraban disponibles para los siguientes experimentos, y en morado las no

disponibles. En azul se muestra la tinica proteina identificada como parte de la superfamilia NfeD
en estos operones. En café se representan los genes de estos operones cuyas proteinas no contaban
con dominio SPFH ni podian identificarse como parte de la superfamilia NfeD.

3. Curvas de crecimiento

Para iniciar la caracterizacion fenotipica de las cepas con interrupciones en genes
que codifican proteinas con dominio SPFH de PA14, se realizaron curvas de crecimiento a
37°C en medio LB de cada una de ellas, y de la cepa silvestre (WT) y la cepa con
interrupcion en gacA como controles. Se uso la cepa con interrupcion en gacA como
control porque, como se describio previamente, este gen es necesario en la regulacion
maestra de los modos de patogenicidad de P. aeruginosa, y se ha reportado que su
eliminacion provoca una virulencia disminuida®’. De todas las cepas analizadas, solo la
cepa con interrupcion en AfIK tuvo un crecimiento mas lento que la WT (ver Fig. 17). A
pesar de que el crecimiento ralentizado se puede deber a muchas razones, es una evidencia
para ser analizada junto con otros fenotipos. El cambio en la variabilidad de los resultados
puede explicarse porque a partir de la ODsoo de 0.8 aproximadamente, se tuvieron que
llevar a cabo las mediciones realizando diluciones para no superar el rango de medicion del
espectrofotometro, y eso llevo consigo un error agregado.
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Figura 17. Curva de crecimiento de cepas con insercion de transposon en genes de proteinas con
dominio SPFH de PA14 en medio LB. Los datos son el promedio de los valores obtenidos en dos
experimentos independientes.

4. Medicion de las actividades de proteasa alcalina y elastasa

Posteriormente, se evaluo si estas mismas interrupciones tuvieron algun efecto sobre
las actividades de proteasa alcalina (Fig. 18 A) o de elastasa (Fig. 18 B). Aunque la
actividad de proteasa alcalina s6lo depende de la proteasa AprA, la actividad de elastasa
depende de dos proteasas, LasA y LasB. Sin embargo, LasA no posee toda la capacidad
elastolitica de LasB, y por ello cominmente son denominadas estafilolisina y elastasa,
respectivamente. LasA actia de forma sinérgica incrementando la actividad de LasB®’. Los
ensayos que mostramos a continuacion no distinguen entre las actividades de estas dos
elastasas.

AprA, LasA y LasB son importantes factores de virulencia de P. aeruginosa
expresados durante la fase estacionaria. Las elastasas degradan proteinas que forman parte
de las barreras fisicas del hospedero, incluyendo el colageno, e inhiben la quimiotaxis de
los monocitos hacia el sitio de infeccion. La proteasa alcalina también degrada proteinas del
hospedero, e incluso la flagelina monomérica de la bacteria, asi evitando la deteccion por el
sistema inmune®®.

Tanto la expresion genética de las elastasas como de la proteasa alcalina son
reguladas directamente por el sistema de percepcion de quoérum Las. Otros estudios han
demostrado que la eliminacion genética del regulador transcripcional LasR provoco la
ausencia del ARNm de las elastasas LasA!'?’, LasB!3? y de la proteasa alcalina AprA'3! en
las células de P. aeruginosa.

Se evaluaron las actividades de proteasa alcalina y elastasa incubando los
sobrenadantes resultantes de la centrifugacion de cultivos de toda la noche con sustratos
para estas enzimas unidos a colorantes detectables por espectrofotometria, utilizados
ampliamente para el estudio de P. aeruginosa. Asi, la medicion de la densidad optica (OD)
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del resultado de la reaccion en la longitud de onda especifica para el colorante utilizado
permitia determinar cuantitativamente la actividad de elastasa o proteasa de la cepa dada.
Los resultados se expresaron como la OD medida del resultado de cada reaccion dividida
entre la ODgoo del cultivo justo antes de ser centrifugado (Fig. 18).

Respecto a la actividad de la proteasa alcalina no se encontraron diferencias
significativas entre ninguna cepa. Sin embargo, es probable que los ensayos hayan estado
saturados porque tampoco se encontraron diferencias entre la WT y la cepa con
interrupcion en gacA. El sistema GacS/GacA regula positivamente el sistema de percepcion
de quorum mediado por LasR, el cual activa la expresion de la proteasa alcalina'®!, por lo
que se esperaba que una cepa con gacA interrumpido contara con una actividad de proteasa
alcalina disminuida.

En cuanto a las mediciones de actividad de elastasa, tres cepas tuvieron actividades
significativamente menores respecto a la WT: las interrupciones de los genes PA14 05890,
PAI14 60630 (las cuales cuentan con un dominio SPFH tipo eslipina) y gacA4. Las
interrupciones de los genes PA14 33070y hfIK no provocaron efectos significativos.

El efecto sobre la interrupcion de gacA coincide con lo reportado previamente
Por otro lado, ya que las proteinas con dominio SPFH se asocian con la formacion de
microdominios membranales, estos resultados sugieren que estas dos proteinas podrian ser
necesarias para el correcto ensamblaje de MMFs, que a su vez serian necesarios en el
funcionamiento de las vias de sefalizacion que regulan la expresion de las elastasas.

Por otro lado, como las elastasas son secretadas al medio extracelular, y es ahi
donde fue medida su actividad, también es posible que la interrupcion de estas proteinas
con dominio SPFH afecte la biogénesis o el funcionamiento del SST2, que las transporta al
exterior, o de los sistemas Sec o Tat, que las traslocan al periplasma. EI SST2 es una
nanomaquina molecular muy relacionada con los pili tipo IV o fimbrias, el cual secreta
proteinas desde el periplasma, por lo que necesita que éstas previamente sean traslocadas al
periplasma por medio de las vias Sec o Tat. P. aeruginosa cuenta con dos SST2 (Xcp y
Hxc), de los cuales s6lo el sistema Xcp secreta las elastasas, dado que el sistema Hxc sélo
secreta un sustrato, la fosfatasa alcalina LapA!33:134,

En este sentido, seria interesante evaluar en el futuro si la actividad del sistema
GacS/GacA o la secrecion por los sistemas Sec, Tac o el SST2, se ven afectadas por la
interrupcion de estas proteinas con dominio SPFH.

132
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Figura 18. Actividades de proteasa alcalina (A) y elastasa (B) en sobrenadantes de cepas de PA14
con interrupciones en los genes que codifican proteinas con dominio SPFH, expresadas como OD
medicion/ODeg del cultivo de toda la noche. Cada experimento fue repetido al menos 3 veces. Se
indica el nivel de significancia estadistica utilizando la prueba t de Student, comparando con la WT:
ns, P> 0.05; *, P <0.05; **, P <0.01.

5. Supervivencia de Galleria mellonella

El ultimo fenotipo analizado en las cepas de coleccion fue el de su virulencia en las
larvas de la polilla de la cera, G. mellonella. Previamente, Ausubel et al validaron el uso de
este organismo para analizar los efectos de las eliminaciones de diversos genes de P.
aeruginosa sobre su patogenicidad, dada la correspondencia de sus resultados con los
encontrados con los modelos de quemadura en ratones” y de infeccion de células CHO
(provenientes de mamiferos)!>, con una mayor correlacion a estos tltimos que los modelos
en plantas o en C. elegans.

Se inyectaron cantidades estandarizadas de las cepas con interrupciones en proteinas
con dominio SPFH a 10 larvas para cada experimento. Posteriormente, se siguio la
supervivencia de éstas durante 5 dias, cada 24 horas. La cepa WT tuvo un efecto
consistente a lo largo de todos los experimentos, en el que menos del 20% de las larvas de
G. mellonella sobrevivieron cuando se inyectaron 23 unidades formadoras de colonias
(UFCs), pero alrededor del 80% sobrevivieron cuando se les inyectaron 3 UFCs (Fig. 19).

Las interrupciones de los genes PA14 60630 (Fig. 19 A), PAI14 33070 (Fig. 19 B),
y hfIK (Fig. 19 C), no tuvieron ningun efecto significativo sobre la supervivencia de G.
mellonella. En cambio, la interrupcion del gen PA14_05890 (Fig. 19 D) caus6 una
mortalidad significativamente menor de las larvas que la cepa WT, demostrando que la
disminucién de la virulencia de PA14 provocada por la interrupcion individual de proteinas
con dominio SPFH tiene un efecto in vivo.

Esto puede estar relacionado con el hecho de que se encontrd una menor actividad
de elastasa en esta misma cepa. Como otro estudio mostr6'*%, el uso de inhibidores de la
elastasa LasB son efectivos para disminuir la mortalidad de G. mellonella tras la infeccién
de PA14. Pero el hecho de que en el presente estudio la interrupcion de PA14_60630,
también con una menor actividad de elastasa, no provocara ningun efecto, indica que
existen otros fenotipos involucrados con la disminucion de la virulencia in vivo de la cepa
con interrupcion en PA14_ 05890, ademas de la actividad de elastasa, por lo que seria
interesante evaluar en el futuro si esta interrupcion afecto la regulacion, secrecion o
funcionamiento de otros factores de virulencia.
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Figura 19. Curva de supervivencia de G. mellonella tras inyeccion con PA14 WT, comparada con
las curvas de supervivencia provocadas por las cepas con interrupciones en los genes PA14 60630
(A) PA14 33070 (B), hfIK (C), y PA14_05890 (D). Se inyectaron 23 UFCs (+ 4.78 UFCs) 0 3
UFCs (£ 0.44 UFCs) a cada larva de G. mellonella. Cada experimento fue repetido al menos 3
veces. Se indica el nivel de significancia estadistica utilizando la prueba de Mantel-Cox,
comparando con la cepa WT: ns, P > 0.05; *, P <0.05; **, P <0.01.

6. Construccion de vectores para transformar a P. aeruginosa

Mientras se analizaban las cepas de coleccion, se trabajo en la eliminacion de los
operones completos donde se encuentran codificadas las proteinas con dominio SPFH AfIK
y hflC; PA14 33070, PA14 33080y PA14_33110;y en la eliminacion del gen
PAI4 16180. Para realizarlo, se crearon vectores capaces de provocar el remplazo de estos
genes por otro de resistencia a antibidtico en el cromosoma de P. aeruginosa, cuando ésta
es transformada con el vector, y tras dos eventos de recombinacion.

Se parti6 del plasmido suicida en P. aeruginosa pEx18Ap. En €l se clon6 entre los
sitios de restriccion Smal-BamHI el gen de resistencia a apramicina/gentamicina aac(3)IV,
proveniente del plasmido plJ773 (ver Fig. 20). Esta fue la base para proceder con tres
clonaciones distintas para cada grupo de genes mencionado, agregando las regiones
flanqueantes rio arriba y rio abajo de los operones seleccionados de forma que se
localizaran alrededor del gen aac(3)IV. Las regiones rio arriba de los genes de proteinas
con dominio SPFH se clonaron como BamHI-HindlIII, y las regiones rio abajo se clonaron
con extremos romos como EcoRI-EcoRI a excepcion del caso de 4fIKC, que fue clonada
como Notl-Smal, con extremos romos por medio de Klenow. Los insertos de las regiones
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flanqueantes rio arriba fueron productos de PCR purificados y fosforilados, y los rio abajo
fueron productos de PCR insertados a pGEM. Con las clonaciones de extremos romos se
desfosforilaron los extremos del plasmido para que no se religaran.

Al acercarse la finalizacion de los vectores completos para eliminar estos tres
grupos de genes, se procedid a estandarizar en el laboratorio el proceso de electroporacion
de PA14 con el plasmido pBBR1MCS-3, de resistencia a tetraciclina. Habiéndolo logrado,
se electroporaron los vectores construidos para que, tras dos selecciones de las células
recombinantes, se generaran las nuevas cepas con deleciones; pero las transformaciones
realizadas no tuvieron recombinaciones exitosas. Expertos en la transformacion de P.
aeruginosa nos explicaron que en la practica la transformaciones de esta especie por medio
de células quimiocompetentes es mas efectiva que por medio de electroporacion.

En un principio se habia intentado construir el producto que contuviera el gen de
resistencia aac(3)IV'y las regiones flanqueantes de los operones seleccionados a través de
PCRs que los fusionaran. Sin embargo, este procedimiento no fue exitoso y por ello se
procedio con las clonaciones. Es decir, uno de los cebadores para amplificar la region rio
arriba del gen a eliminar compartia 20 nucledtidos con la secuencia del gen aac(3)IV. Lo
mismo se hizo con la region rio abajo del gen a eliminar, pero su cebador compartia 20
nucledtidos del otro extremo de la secuencia del gen aac(3)IV. Este traslapamiento
permitiria que, tras haber sido desnaturalizados, los productos de PCR de la region rio
arriba (o rio abajo) del gen a eliminar y el producto de PCR del gen aac(3)IV se pudieran
hibridar por un extremo. Asi, realizar una PCR con los cebadores de los extremos no
hibridados permitiria unir estos dos productos de PCR. De esta forma se podria haber
procedido para generar un solo producto de PCR que contara con la region rio arriba del
gen a eliminar, el gen de resistencia remplazando el gen a eliminar, y la region rio abajo del
gen a eliminar. Posteriormente, este producto se habria clonado al plasmido suicida
pEx18Ap para realizar la transformacion de P. aeruginosa que llevaria a cabo a una doble
recombinacion y el remplazo del gen a eliminar con el gen de resistencia aac(3)IV. Sin
embargo, como se notd previamente, a pesar de intentar realizar este procedimiento con
diversas condiciones, no fue exitoso, y por ello se procedi6 a fusionar estos productos a
través de clonaciones.
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Figura 20. Pasos en la construccion de vectores para la eliminacion de genes de proteinas con
dominio SPFH de PA14. Ver descripcion en el texto
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7. Supervivencia de G. mellonella frente a cepas de EPEC con deleciones

en genes que codifican proteinas con dominio SPFH

Para estudiar el efecto de la delecion de proteinas con dominio SPFH sobre la
virulencia bacteriana en otro modelo, se realizaron experimentos con EPEC. Tanto la cepa
no patégena de E. coli como EPEC cuentan con cuatro proteinas con dominio SPFH: HfIK,
HfIC, YbbK y YqiK (Fig. 21). Cepas de EPEC con deleciones individuales y multiples en
estas proteinas ya habian sido construidas previamente en el laboratorio. Otras
investigaciones han mostrado el uso de G. mellonella como modelo para estudiar la
virulencia de EPEC!37-1%,

Sin dominio SPFH Mutante disponible

HHG || Similar a nfeD ' Mutante no disponible
— 1P , Sk I'nac

e '
e | yqiK

S

—ll yhbK ybbJ >

1,000 pb

Figura 21. Representacion de los operones de EPEC donde se codifican proteinas con dominio
SPFH.

Primeramente, se compard la mortalidad provocada a larvas de G. mellonella por la
cepa silvestre con la provocada por una cepa con deleciones en los cuatro genes que
codifican proteinas con dominio SPFH (AhfIKCAybbKAyqiK). Ambas cepas fueron
cultivadas en medio DMEM suplementado (ver métodos), necesario para la expresion de
sus factores de patogenicidad. Utilizando tanto 10> como 10% UFCs de estas cepas, la
delecion de todas las proteinas con dominio SPFH provocé una mortalidad
significativamente menor (Figs. 22 A, By C).

Habiendo comprobado que la cepa MG1655 de E. coli no provoca mortalidad bajo
las condiciones evaluadas para EPEC (no mostrado), se entiende que efectivamente los
factores de virulencia de esta ultima son los responsables. Esto es importante porque las
larvas de G. mellonella no son particularmente sensibles a EPEC, ya que para provocar
mortalidad se necesita de 10° UFCs, es decir, cuatro 6rdenes de magnitud mas que con P.
aeruginosa.

Dado el efecto de la cepa AhfIKCAybbKAyqiK, se realiz6 el mismo experimento con
las cepas disponibles AhfIKC'y AybbKAyqiK. Asi, se descubridé que ambas provocan una
mortalidad significativamente menor que la WT (Fig. 22 D). Al mismo tiempo, la cepa
AybbKAyqiK provocd una mortalidad significativamente menor que la cepa AhfIKC.

Entonces, se siguid el mismo procedimiento para comparar las cepas AybbK, por un
lado, y AyqiK, por el otro. De nuevo, ambas provocaron una mortalidad significativamente
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menor que la cepa WT, con la cepa AygiK teniendo un efecto significativamente menor al

dela

se evaluo la mortalidad provocada por la cepa con la delecion del gen esch, el cual es
necesario en el funcionamiento del SST3 de EPEC, pero no se encontraron diferencias
significativas (Fig. 22 F). Esto indica que el SST3 no es el que esta provocando la
mortalidad de G. mellonella, sino que debe ser otro factor de virulencia de EPEC.

cepa AybbK (Fig. 22 E).

Por ultimo, para empezar a comprender las razones por las que existen estos efectos,
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Figura 22. Curva de supervivencia de G. mellonella tras inyecciéon con 10° y 10° UFCs de EPEC
WT (A) y comparacion de €stas con las de las cepas AWfIKCAybbKAyqiK (B y C), AybbKAyqiK y
ARfIKC (D), AybbK y AyqiK (E), y AescN (F). Experimentos repetidos al menos dos veces. Se
indica el nivel de significancia estadistica utilizando la prueba de Mantel-Cox, comparando con la

cepa WT: ns, P> 0.05; *, P <0.05; **, P <0.01; *** P <0.001; **** P <0.0001.
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Este tltimo resultado contradice lo que se obtuvo en el primer estudio de la
virulencia de EPEC sobre G. mellonella, realizado por Leuko y Raivio en 2012. En ¢l, la
cepa AescN provoco una mortalidad aproximadamente 100 veces menor que la WT!37, Esto
significaria que el SST3 juega un papel importante en la mortalidad de G. mellonella
provocada por EPEC. Sin embargo, en este mismo estudio no se encontr6 ninguna célula de
EPEC adherida a ningtn tejido de G. mellonella, un fendmeno que se esperaria si es que el
SST3 mediara la virulencia en este modelo. Es més, Leuko y Raivio también reportaron que
la irrupcion de la via Cpx, la cual sobreexpresa los genes del SST3!'!7, no aument6 la
mortalidad provocada por EPEC a G. mellonella, como se esperaria si este sistema de
secrecion jugara un papel en su virulencia, sino que la disminuy¢ ligeramente (ver Fig. 23).

Estudios posteriores tampoco han favorecido la hipétesis del papel del SST3 en la
virulencia de EPEC sobre G. mellonella: en una investigacion realizada en 2014 con
EHEC, otros investigadores no encontraron ningun efecto significativo sobre la mortalidad
de G. mellonella tras haber eliminado a escN o tras haber sobreexpresado su SST3'40. En
2016, otra investigacion demostrd que G. mellonella es un buen modelo para el estudio de
la patogenicidad de E. coli enteroagregativa (EAEC), una E. coli patdgena que no cuenta
con el SST3!'*. Finalmente, nuestros resultados son muy claros en que la cepa AescN no
tiene ningun efecto. Esto lleva a pensar que el papel del SST3 en la virulencia de EPEC
sobre G. mellonella es menor de lo que se report6 originalmente.

Por otro lado, las fimbrias de EPEC, otro mecanismo de su virulencia, también han
sido estudiadas con relacion a la patogenicidad contra G. mellonella: Leuko y Raivio
reportaron que las cepas de EPEC que tenian eliminados los genes que codifican las
fimbrias (bfpA-L), contaban con la misma virulencia en G. mellonella que la cepa WT!37.
Es mas, cepas atipicas de EPEC, que caracteristicamente no cuentan con fimbrias, también
provocan mortalidad en las larvas de G. mellonella, de la misma forma que la EPEC
tipica's.

Este conjunto de evidencias hace pensar que ninguno de estos dos sistemas es
responsable de la virulencia de EPEC sobre G. mellonella. Y esto corresponde con el
conocimiento establecido acerca de la patogenicidad bacteriana en los insectos: en general,
las bacterias que no son patdgenos naturales de un insecto, es decir, que no cuentan con
mecanismos que les permitan ingresar a ¢l a menos que sea por una herida, y que son
llamados patdgenos potenciales u oportunistas, lo matan al secretar toxinas en su
hemolinfa, provocando la lisis celular, asi liberando nutrientes para las bacterias en
division, y provocando una septicemia; no por mecanismos especializados, como lo hacen
los patogenos naturales!4>!43,

£33 3

Figura 23. Esquema de la regulacion de la virulencia de EPEC discutida aqui. Basado en'*>'%%!%,
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Asi, se hace necesario cambiar la atencion hacia la principal toxina de EPEC: EspC,
miembro de la familia de las proteasas de serinas de Enterobacteriaceae, todas las cuales se
encuentran relacionadas con la virulencia!®.

De las seis proteinas que se sabe que secreta EPEC, s6lo EspC tiene un mecanismo
de secrecion independiente del SST3, llamado de autotransporte o SST5a. Este proceso
inicia cuando la toxina, por su secuencia sefal, es dirigida a la membrana interna,
normalmente dependiendo de la chaperona SecB, y es transportada al periplasma por el
sistema Sec. En el periplasma, la proteina adquiere una conformacion de barril B, similar al
de proteinas de la membrana externa (como PhoE en E. coli), que le permite insertarse en la
membrana externa. Finalmente, el extremo amino de la proteina, que contiene el dominio
efector, puede pasar a través del poro que forma su propio barril B, ser escindido y liberado.
Se llama sistema de autotransporte porque, una vez en el periplasma, su secrecion al medio
extracelular no necesita de fuentes de energia o de chaperonas accesorias!®.

EspC puede ingresar a las células sin necesidad del SST3, aunque no lo hace
eficientemente, y causa dafo a las células epiteliales a través de su actividad de proteasa de
serinas sobre la espectrina all (también llamada fodrina), del citoesqueleto!!>. Aunque es
menos toxica que su homologa en EAEC, llamada Pet!!>, es capaz por si sola de provocar
muerte celular!'#®,

El hecho de que la citotoxicidad y secrecion de EspC sean independientes del SST3
da una posible explicacion a nuestro resultado de que la virulencia de EPEC en G.
mellonella no se ve disminuida por una delecion de escN. Si fuera cierto que la virulencia
de EPEC en la polilla de la cera no depende del SST3, sino de la toxina EspC, esto
explicaria por qué es necesario inyectar cantidades tan altas de UFCs de EPEC para
provocar la mortalidad de G. mellonella, ya que esta toxina es poco efectiva cuando sélo se
encuentra en el medio extracelular. Para contrastar: en los estudios in vivo con congejos, el
uso de 10° UFCs de EPEC, la misma cantidad utilizada en nuestro estudio para G.
mellonella, provocan una enfermedad y una pérdida de peso tan severas que se hace
obligatoria la eutanasia de todos los sujetos experimentales!’.

Es mas, esto explicaria por qué nuestros resultados son tan contundentes en EPEC y
no en PA14: un efecto sobre la elastasa de PA14 no representa un cambio cualitativo
respecto al arsenal de toxinas con las que cuenta esta bacteria. En cambio, EPEC so6lo
cuenta con una toxina no secretada por el SST3, y afectarla cambiaria drasticamente su
virulencia.

Es decir, estas evidencias apuntan hacia una posible conexion entre el
funcionamiento de las proteinas con dominio SPFH de EPEC y la regulacion o secrecion de
EspC, la cual deberia ser probada experimentalmente en el futuro.

Respecto a la regulacion de EspC, se mencion6 previamente que en nuestro propio
laboratorio se ha encontrado una conexion entre los MMFs y el sistema de dos
componentes BarA/UvrY, uno de los reguladores centrales de la virulencia de EPEC, ya
que la eliminacién doble de AfIKC en la cepa WT de E. coli provoca la activacion temprana
del sistema de dos componentes BarA/UvrY y que éste se mantenga activado durante
etapas tardias de la fase estacionaria (Georgellis ef al, no publicado). Sin embargo, no se
esperaria que este efecto sobre el sistema BarA/UvrY regulara negativamente la expresion
genética de espC (Fig. 23): la activacion prolongada del sistema BarA/UvrY provocaria la
prolongacion de la ventana de tiempo en la que se da el secuestro de la proteina reguladora
CsrA, la cual entonces no podria inhibir traduccionalmente a gri4, el cual por lo tanto
podria activar la transcripcion de ler, que finalmente activaria la transcripcion de espC'%°,
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En cambio, respecto a la secrecion de EspC, aunque hasta ahora no se ha reportado
ninguna conexion directa entre el SSTS y las balsas lipidicas o los MMFs, nuestro
laboratorio reportd que componentes del sistema de secrecion Sec, del que depende la
traslocacion de EspC al periplasma, se encuentran en la protedmica de las DRMs de E.
coli®®. Es decir, que posiblemente la eliminacion de las proteinas con dominio SPFH de
EPEC podria afectar al sistema Sec, lo que interrumpiria la secrecion de EspC, explicando
en parte nuestros resultados. Esto concordaria con los resultados obtenidos por otros
investigadores con B. subtilis, ya que la cepa carente de los genes que codifican sus
proteinas con dominio SPFH y la cepa AyisP, el gen necesario en la produccion de lipidos
carotenoides de esta bacteria, contaban con una secrecion proteica disminuida por un 25-
40%'*%. Es mas, la presencia de componentes del sistema Sec en las DRMs de bacterias ya
se ha reportado previamente en B. subtilis®, S. aureus’**" E. coli®, y B. burgdorferi'®.
Sin embargo, es importante remarcar que éstas sdlo son hipotesis, que deberian ponerse a
prueba experimentalmente en el futuro.

Por otro lado, es necesario resaltar el detalle de que nuestros resultados muestran la
existencia de dos niveles distintos y definidos de supervivencia de G. mellonella
provocados por las distintas cepas de EPEC con deleciones en proteinas con dominio
SPFH: uno que progresa del 100 al 80% a lo largo de la curva de supervivencia,
representado por la cepa AyqiK, y otro que progresa del 60 al 30%, representado por las
cepas AybbK, AWfIKC,y AhfIKCAybbKAyqiK. Y es necesario notar que ninguna de estas
deleciones anuld por completo la virulencia de EPEC. Esto indica que pueden existir, por
un lado, dos formas (o mas) distintas en las que la eliminacion de estas proteinas con
dominio SPFH afecta la virulencia de EPEC, y/o, incluso, la existencia otras toxinas o
factores de virulencia de EPEC; de las 27 proteinas secretadas por EPEC, s6lo unas pocas
son secretadas por un mecanismo independiente al SST3 no caracterizado todavia'>°,
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CONCLUSIONES
La interrupcion del gen /fIK de PA14 ralentiz6 su crecimiento.
Las interrupciones individuales en los genes que codifican las proteinas con
dominio SPFH PA14 05890y PA14 60630 disminuyeron significativamente la
actividad de elastasa encontrada en los sobrenadantes de PA14.
La interrupcioén de PA14_ 05890 provoca una mortalidad significativamente menor
sobre el modelo G. mellonella.
Se construyeron vectores para la posterior eliminacion de genes de otras proteinas
con dominio SPFH en PA14.
Le eliminacion de los genes que codifican las proteinas con dominio SPFH de
EPEC caus6 una disminucion significativa de su mortalidad sobre G. mellonella,
por medio de una via independiente del SST3.

PERSPECTIVAS

Para analizar mas detalladamente el papel de las proteinas con dominio SPFH de
PA14 en su virulencia, finalizar la construccion de las cepas con eliminaciones en
los genes que codifican estas proteinas para analizar sus fenotipos. Como se sefialo,
es probable que transformar a PA14 por medio de células quimiocompetentes sea
mas eficiente para realizar el remplazo de los genes de proteinas con dominio SPFH
con genes de resistencia a antibioticos. En este proceso, habria que prestar especial
atencion en el gen PA14 16180, cuya proteina cuenta con un dominio SPFH tipo
YqiK, debido a la fuerte disminucién que la delecion de ygiK provoco en la
virulencia de EPEC.

Dado que la localizacion focalizada de las proteinas con dominio SPFH de PA14 en
su membrana y su presencia en DRMs serian evidencias de la existencia de MMFs
en esta bacteria, generar fusiones de los genes de proteinas con dominio SPFH de
PA14 con genes reporteros para determinar su localizacion en la membrana y en
DRMs.

Comprobar si la interrupcion de los genes PAI14 05890y PA14 60630 tiene efectos
sobre el funcionamiento del sistema GacS/GacA de PA14. Esto debido a que la
interrupcion de estos genes afecto la actividad del factor de virulencia elastasa, a
que la expresion de la elastasa estd regulada en ultima instancia por el sistema de
dos componentes GacS/GacA, y a que en resultados no publicados de nuestro
laboratorio la eliminacion de los genes HfIK y HfIC de E. coli afecto el
funcionamiento del sistema de dos componentes BarA/UvrY (homologo al sistema
GacS/GacA de P. aeruginosa). Esto podria realizarse en las cepas con
interrupciones en estos genes a través de fusiones transcripcionales de lacZ a rsmY o
rsmZ,y ensayos para medir la actividad de -galactosidasa.

Dado que una hipdtesis que surge con este estudio es que los efectos encontrados
tanto en la disminucion de la virulencia de EPEC como en la actividad de elastasa
de PA14 tras la eliminacion o interrupcion de genes que codifican proteinas con
dominio SPFH podrian explicarse por un efecto sobre el sistema Sec, estudiar si las
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cepas mutantes de EPEC o PA14 donde se encontraron estos efectos realmente
pueden afectar su funcionamiento. Esto se determino previamente en B. subtilis,
analizando si componentes del sistema Sec interactiian con FloT (antes llamada
YuaG), determinando si colocalizan en la membrana, y midiendo la eficiencia de
secrecion en las cepas de B. subtilis donde se deletd el gen de esta proteina con
dominio SPFH',

Analizar el efecto de la delecion individual de los genes AfIK y hfIC en EPEC sobre
su virulencia en G. mellonella, ya que estos experimentos no pudieron realizarse en
este estudio.

Utilizar de nuevo el modelo de G. mellonella para evaluar la hipotesis de que la
toxina de EPEC, EspC, posiblemente sea responsable por la virulencia de esta
bacteria en el modelo de la polilla de la cera. Esto podria realizarse con una cepa de
EPEC con una eliminacion del gen espC.

46



METODOS

Curva de crecimiento

A partir de un cultivo de toda la noche (16 horas) de la cepa de interés, realizado en medio
Luria-Bertani (LB) a 37°C y en agitacion a 250 rpm, se inocularon 30 mL de medio LB estéril de
forma que el medio inoculado contara con una ODgoo de 0.025. Este nuevo cultivo se incub6 en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL a 37°C y en agitacion a 250 rpm. A partir del inicio de la incubacion,
se tomaron muestras cada 20 minutos para medir su ODsoo hasta que el cultivo alcanzé una ODsoo
de 0.1; desde ese momento las mediciones se realizaron cada 10 minutos.

Medicion de actividades de proteasa alcalina y elastasa de P. aeruginosa

Se midio6 la ODgoo de un cultivo de toda la noche (16 horas), realizado en medio Luria-
Bertani a 37°C y en agitacion a 250 rpm, de la cepa elegida, para inmediatamente después
centrifugar 1 mL de ¢l por 5 min a 7,000 rpm (4,000 xg) y aislar el sobrenadante resultante. Este
sobrenadante se utiliz6 tanto para medir la actividad de proteasa alcalina como de elastasa.

Para la reaccion de proteasa alcalina, se afiadieron 50 puL de ese sobrenadante a un tubo tipo
Eppendorf junto con 950 pL de amortiguador para proteasa alcalina (Tris-HCl 20 mM, CaCl,
1 mM, pH 8.0) y entre 5.5 y 6.5 mg de Hide—Remazol Brilliant Blue. La reaccion se dejo progresar
por 30 min a 37°C y en agitacion a 250 rpm. Tras ello, se centrifugo la reaccion por 5 min a 13,000
rpm (13,800 xg) y se separ6 el sobrenadante del sustrato residual de la enzima. Finalmente, se
midio este sobrenadante a 595 nm en un espectrofotdmetro. Si esta OD superaba el rango de
medicion del espectrofotdmetro, se realizaba una dilucion 1:1 con amortiguador de proteasa alcalina
para repetir la medicion, subsecuentemente corrigiendo la OD resultante multiplicandola por 2.
Todo este procedimiento se realizo por duplicado para cada muestra analizada, y si es que los
duplicados diferian ampliamente en sus resultados, esos datos se desechaban. Como control, se
sigui6 el mismo procedimiento partiendo con 50 pL de medio LB en vez del sobrenadante del
cultivo de toda la noche centrifugado. Protocolo basado en''.

Para la reaccion de elastasa, se tomaron 100 pL del sobrenadante proveniente del cultivo de
toda la noche centrifugado y se diluyeron 1:10 con amortiguador de elastasa (Tris-HCI 100 mM,
CaCl, 1 mM, pH 7.5), para después tomar 50 pL de esta dilucion y agregarlos a un tubo tipo
Eppendorf junto con 950 pL de amortiguador de elastasa y entre 5.5 y 6.5 mg de Elastin-Congo red.
La reaccion se dejo6 incubando por 2 horas a 37°C y en agitacion a 250 rpm, asegurandose cada 30
min de resuspender el sustrato si es que se habia precipitado al fondo del tubo. Tras ello, se
centrifugd esta incubacion a 13,000 rpm (13,800 xg) por 3 min y se separ6 el sobrenadante del
sustrato residual de la enzima. Finalmente, se midi6 este sobrenadante a 495 nm en un
espectrofotometro. Si esta OD superaba el rango de medicion del espectrofotometro, se realizaba
una dilucion 1:1 con amortiguador de elastasa para repetir la medicion, subsecuentemente
corrigiendo la OD resultante multiplicandola por 2. Todo este procedimiento se realizo por
duplicado para cada muestra analizada, y si es que los duplicados diferian ampliamente en sus
resultados, esos datos se desechaban. Como control, se siguié el mismo procedimiento partiendo
con 100 pL de medio LB en vez del sobrenadante del cultivo de toda la noche centrifugado.
Protocolo basado en'*?.

Los resultados de ambos ensayos se expresaron como OD de la reaccion/ODggo del cultivo y
se evaluo su significancia estadistica utilizando la prueba t de Student.

Infeccion de G. mellonella con PA14

Un cultivo de toda la noche (16 horas) de la cepa requerida, realizado en LB a 37° y en
agitacion a 250 rpm, fue diluido con este mismo medio de cultivo para que contara con una ODsego
de 1, confirmando de nuevo esta ODsop final en el espectrofotometro. A partir de ella, se realiz6 una
serie de diluciones 1:10 en solucion salina al 0.9% estéril hasta la séptima dilucion (107).
Posteriormente, se inyect6 con jeringas de insulina de 0.3 mL a 10 larvas (en su ultimo estadio) de
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G. mellonella con 20pL de la dilucion seleccionada (10 0 107). La inyeccion se realizo en el
centro de la larva entre las ultimas y las pentiltimas pseudopatas, con una inclinacion de 45 grados,
de forma que la aguja llegara al centro de la larva. Tras inyectar, se sembraron por duplicado 100puL
de las diluciones 10® y 1077 en placas con LB agar al 1.5% para contar UFCs. Finalmente, se
incubaron las larvas inyectadas en grupos de 5 a 37°C en cajas Petri y se les dio seguimiento cada
24 horas por 5 dias, registrando su curva de supervivencia. Como control, en cada experimento se
inyectaron 5 larvas con solucion salina siguiendo el mismo procedimiento. Se analiz6 la

significancia estadistica de las curvas de supervivencia utilizando la prueba de Mantel-Cox. Basado
153,154
en 7

Infeccion de G. mellonella con EPEC

Se incubo un cultivo de toda la noche (16 horas) de la cepa requerida de EPEC en LB, a
37°Cy en agitacion a 250 rpm. Posteriormente, se inoculd la cepa en medio DMEM (Medio de
Eagle modificado por Dulbecco, Gibco), suplementado con 1% de LB y 4 mg/litro de clorhidrato de
piridoxal (Sigma), que es necesario para la expresion de su virulencia, de forma que el medio
inoculado contara con una ODsgo de 0.05. Este nuevo cultuvo se incub6 a 37°C y en agitacion a 250
rpm hasta que llegara a una ODgo entre 0.5 y 0.6. Para detener su crecimiento, se tomé 1 mL del
cultivo y se centrifugo a 6,500 rpm (3,450 xg) por 5 min, para inmediatamente remover el DMEM
suplementado y remplazarlo con 1 mL de solucién salina al 0.9% estéril. A partir de ella, se realizo
una serie de diluciones 1:10 con solucién salina estéril al 0.9% hasta la séptima dilucion (107). Se
inyectaron 10 larvas (en su tltimo estadio) de G. mellonella con 20uL de la dilucion 10° y 10 larvas
con la dilucion 10™. Tras inyectar, se sembraron por duplicado 100pL de las diluciones 107y 10
en cajas Petri con LB agar al 1.5% para contar UFCs. Finalmente, se incubaron en grupos de 5 las
larvas inyectadas a 37°C en cajas Petri y se les dio seguimiento cada 24 horas por 5 dias, registrando
su curva de supervivencia. Se analizo la significancia estadistica de las curvas de supervivencia
utilizando la prueba de Mantel-Cox. Basado en '¥"~'%,
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Anexo 1. Porcentajes de identidad y de similitud entre las proteinas con dominio SPFH
de E. coli y B. subtilis, y las proteinas candidatas de PA14

Candidatas en el genoma de Tino de domini Identidad con |Similitud con Identidad con  |Similitud con Identidad con  |Similitud con Identidad con |Similitud con Identidad con Similitud con
PA14, tamaiio (localizacién en SPPI:H ¢ ComINO 1K de E. coli |HfIK de E. coli |HfIC de E. coli |HfIC de E. coli | YbbK de E. coli [YbbK de E. coli |YqiK de E. coli |YqiK de E. coli |FloT de B. subtilis [FloT de B. subtilis
¢l genoma) (ded19 a.4.)  [(ded19 a.d.) (de334a.4)  |(de334 a.d) (de305a.4)  [(de 305 a.i.) (de 553 a.4.)  [(de 553 a.d.) (de 509 a.4.) (de 509 a.4.)
PA14 05890, de 264 a.4. Eslipinas similares [27% en 169 a.é. [47% en 169 a.d.  [22% en 236 a.4. |43% en 236 a.d. 0% en 166 6 n 166 22% en 183 a.d. | 42% en 183 a.4.
(522,237 — 523,031) a estomatina (45 identidades) |(80 similitudes) | (53 identidades) (101 similitudes) [(LRIECUENS 05 similitudes - - (40 identidades) | (76 similitudes)
PA14_16180, de 688 a.4. — 25% en 304 a.4.  |48% en 304 a.4.
(1,376,662 — 1,378,728) a - - - - - - (77 identidades)  [(147 similitudes)
PA14_33070, de 666 a.4. S 22% en 304 a.d. |35% en 304 a.4. B B 22% en 291 a.d. |39% en 291 a.é. B B B B
(2,895,611 —2,897,611) (67 identidades) (106 similitudes) (65 identidades) |(113 similitudes)

PA14_33080, de 337 a.4. o 26% en 265 a.4. |44% en 265 a.d. 23% en 232 a.4. |45% en 232 a4

(2,897,623 — 2,898,636) (69 identidades) |(117 similitudes) (54 identidades) |(104 similitudes) - - - -

PA14 33110, de 346 a.4. e 24% en 306 a.4. |37% en 306 a.4.

(2,898,633 — 2,899,673) (73 identidades) (114 similitudes) - - - - - - - -

PA14 41420, de 443 a.4. e 35% en 97 a.d.  |52% en 97 a4,

(3,693,088 — 3,694,419)

(34 identidades)

(50 similitudes)

PA14_60630, de 381 a.4.
(5,403,895 — 5,405,040)

Eslipinas similares
a estomatina

PA14_65270, HfIC, de 289 a.4.
(5,816,307 - 5,817,176)

HAIC

PA14_65280, HfIK, de 400 a.4.
(5,817,176 — 5,818,378)

HAIK

Las proteinas de PA14 con mayor puntaje (en bits), como resultado del PSI-

47% en 367 a.4.

62% en 367 a.4.

(171 identidades) (228 similitudes)

25% en 72 a.4.
(18 identidades)

39% en 327 a.4.

50% en 72 a.4.
(36 similitudes)

60% en 327 a.é

(128 identidades) (197 similitudes)

23% en 311 a.d.

41% en 311 a4,

(71 identidades) |(127 similitudes)

22% en 125 a.4.
(28 identidades)

51% en 125 a.4.
(64 similitudes)

52% en 217 a.4.
(113 similitudes)

23% en 230 a.4.
(54 identidades)

48% en 230 a.4.
(110 simili

Ty

BLAST, se ilustran con los colores mas oscuros.




Anexo 2. Dominios conservados en las proteinas candidatas de PA14

PA14_05890 (con dominio SPFH en aa. 53-230)

1 50 100 150 200 250 264

Query seq.,
trimer interface Sy 4y Stk vy TYWY

Specific hits
Superfanilies SPFH_like superfamily

PA14_16180 (con dominio YqiK, miembro de los dominios SPFH, en aa. 28-577)
nuerg seq. 1 100 200 300 400 S00 600 638
Specific hits YqiK

Superfanilies YqiK superfamily

PA14 33070 (con dominio SPFH en ad. 318-621)

Query seq. e ——

Specific hits
Superfanilies SPFH_like superfamily

PA14_33080 (con dominio SPFH en aa. 48-308)

1 S0 100 150 200 250 300 337

Query seq. e e e e —————|

Specific hits
Superfanilies SPFH_like superfamily

PA14_33110 (con dominio SPFH en aa. 26-328)

1 S0 100 150 200 250 300 346

Query seq. e ———————

Specific hits
Superfanilies SPFH_like superfamily

PA14 41420 (con dominio SPFH en ad. 94-287 y dominio HfIC en aa. 237-359)

75 150 225 300 375 443

Query seq,
Specific hits

Superfanilies

SPFH_like superfamily |

PA14_60630 (con dominio SPFH en aa. 153-367)

50 100 150 200 250 300 350 381

Query seq. |t ———

Specific hits
Superfanilies SPFH_like superfamily

HfIC/PA14_65270 (con dominio SPFH en aa. 22-272)

S0 100 150 200 250 289

Query seq,

Specific hits
Superfanilies SPFH_like superfamily

HfIK/PA14_65280 (con dominio SPFH en aa. 92-353 y dominio HfIK N, que ancla HfIK
a la membrana en bacterias, en aa. 2-55)

1 50 100 150 200 250 300 350 400

Query seq,

Specific hits
Superfanilies SPFH_like superfamily
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