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RESUMEN

La cinasa sensora BarA y su regulador de respuesta UvrY son miembros de un
sistema de dos componentes que se encuentra distribuido en una amplia
variedad de bacterias Gram negativas. Este sistema ha sido estudiado
principalmente en especies de los género Pseudomonas, Salmonella, Vibrio,
Escherichia y Erwinia. El sistema BarA/UvrY y sus ort6logos controlan la
produccion de metabolitos secundarios, enzimas extracelulares, toxinas, y
mecanismos de invasividad en las especies patégenas tanto en plantas como
en animales, ademas de regular el sistema de almacenamiento de carbono
Csr. No se ha descrito la sefal de activacién ni las condiciones ambientales
necesarias en ninguna de las especies mencionadas. Se propone que BarA
detecta la senal desconocida y activa por medio de un mecanismo de
fosforrelevo al regulador transcripcional UvrY, el cual a su vez modulara la
expresion de una serie de genes bajo su control, entre ellos csrB y csrC.
Ambos genes controlan los niveles de la proteina CsrA, la que a su vez regula
el metabolismo del carbono y sus productos.

En este estudio se exploraron 3 condiciones ambientales que pueden influir en
la activacién del sistema BarA/UvrY. Se probo el efecto del oxigeno, la
densidad optica inicial y el pH externo. La activacion del sistema, se midié por
la expresion de fusiones con /lac-Z de los genes regulados por BarA/UvrY;
csrB/ csrC. La expresidn de las fusiones por ensayos de B-galactosidasa indicé
que la activacién del sistema no depende de la presencia de oxigeno ni de la
concentracién bacteriana inicial. La dependencia de la activacion, se midié en
pH 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0. Se demostrd que la activacion de BarA/UvrY responde a
las condiciones de pH, ya que en pH 5.0, no se observd expresion de los
reporteros. pH’s mayores permitieron las condiciones adecuadas de
activacion. El incremento paulatino del pH mostré un umbral de activacién a pH
5.5. En ausencia de activacion, se observd la expresion de los reporteros al
adicionar glucosa. La activacion bajo estas condiciones, no fue inmediata, lo
que sugiere el metabolismo inicial de la glucosa y un posible papel de sus
metabolitos en la activacion del sistema BarA/UvrY.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Los organismos unicelulares suelen experimentar cambios drasticos en su
ambiente, tales como cambios en la temperatura, el pH, la osmolaridad, los
nutrientes, entre otros. La capacidad para responder a esta gama de presiones
ambientales determina la adaptacién y sobrevivencia de los microorganismos.
La deteccion de diversos estimulos se lleva a cabo a través de circuitos
moleculares que perciben los cambios ambientales y los procesan en una
respuesta especifica. En organismos procariontes, al igual que en algunos
eucariontes como en hongos y levaduras (Stock et al.,, 2000), estos circuitos
moleculares se componen de dos elementos: una cinasa sensora (CS) y un
regulador de respuesta (RR). A esta via de sefalizacion se le ha denominado
genéricamente como “Sistema de dos Componentes” (SDC). En bacterias los
SDC regulan eventos tales como el metabolismo, la esporulacion, la virulencia,
la fijacidn del N, la quimiotaxis, y las interacciones entre patégenos y su célula
hospedera tanto en animales como en vegetales (Barret and Hoch., 1998; Hoch
JA., 2000).

Generalmente las CS son proteinas con un segmento amino terminal citosélico
corto, dos segmentos transmembranales que delimitan un dominio
periplasmico, y un dominio citosoélico catalitico. La recepcion de la senal se cree
que ocurre en el dominio periplasmico de la CS, pero se tienen evidencias de
que otros moddulos citoplasmicos de la proteina son también capaces de
percibir el estimulo (Georgellis et al., 2001, Kwon et al., 2000, Malpica et al.,
2004, Swem et al., 2003); entre ellos, el dominio PAS (Taylor and Zhulin., 1999,
Taylor et al., 2001). Otros médulos son capaces de transmitir los cambios
conformacionales al dominio citoplasmico como el dominio HAMP (Gong et al.,
1998, Taylor et al,, 1999, Aravind and Pointing., 1999, Neiditch et al., 2005,
Neiditch et al, 2006). El reconocimiento del estimulo permite la
autofosforilacion de la CS en un residuo de His conservado en el dominio

catalitico que se denomina dominio transmisor. Posteriormente, la CS-
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fosforilada cataliza la trans-fosforilacién al RR especifico en un residuo de Asp
conservado dentro de la misma molécula. La fosforilacion del RR generalmente
produce un cambio conformacional en la proteina y la activa para unirse con
otra proteina (Barak and Eisenbach., 1992) o funcionar como un regulador
transcripcional ya que la regién carboxilo terminal suele presentar un dominio
hélice-vuelta-hélice, caracteristico de proteinas que se unen al DNA (Suzuki et
al., 2002, Sganga and Bauer 1992, Cotter et al., 1997. Linch and Linn., 1996,
luchi and Lin., 1988).

Algunos de los SDC descritos no presentan esta estructura tipica y son
estructuras mas complejas, por ejemplo la transmision de la sefal puede
requerir cinasas sensoras tripartitas (Georgellis et al., 1997, Hbarak and Willis
1992, Nagasawa et al., 1992, Simona et al., 1994, Stevens et al., 1992, Utsumi
et al., 1994, Uhl and Miller., 1996) o varias proteinas que participen en el
fosforrelevo, como es el caso del sistema Spo en Bacillus subtilis (Hoch JA.,
1993b). Las CS tripartitas presentan tres dominios involucrados en la
transferencia del grupo fosfato a través del fosforrelevo, y una vez activada la
misma, cataliza la fosforilacién en un residuo de Asp conservado dentro de la
molécula RR. En el SDC BarA/UvrY, la CS es BarA, y su RR es UvrY, el cual
esta involucrado en la regulacion del metabolismo de carbono y virulencia.
BarA pertenece al grupo de CS tripartitas, ya que presenta tres médulos para el
fosforrelevo. En la figura 1 se esquematiza la proteina BarA, con sus tres

dominios involucrados en el fosforrelevo.

Dominio transmisor Dominio receptor Dominio transmisor secundario
primario primario (Transferencia de fosfato)
A A A
- Y ' N\
TM  HAMP  His302 N DF G Asp718
Y2 I | 1

|t =l —RB-

Figura 1. Estructura de la CS tripartita BarA de E. coli. Se muestran los dominios transmembranales (TM), y los tres
dominios involucrados en el fosforrelevo: transmisor primario, receptor primario y transmisor secundario. En el
dominio trasnmisor primario se muestra la His-302 conservada y el sitio catalitico de unién a ATP (cajas N, D/F y G.
G es el sitio de unidn del ATP. EI dominio receptor se muestra con el Asp-718 conservado y en el dominio
transmisor secundario destaca la presencia de la His-861 conservada. Los residuos conservados se encuentran
relacionados con el fosforrelevo (Pernestig et al., 2001).
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Los dominios que forman la CS se denominan dominio transmisor primario,
donde se localiza la primera histidina conservada, subsecuentemente se
encuentra el dominio receptor primario, que presenta un aspartico conservado
y finalmente se localiza el dominio transmisor secundario, donde destaca la
segunda histidina conservada. Al igual que otros SDC (Kwon et al., 2000,
Georgellis et al.,, 1997, Uhl and Miller., 1996, Perraud et al., 1998), se piensa
que BarA tras su activacién es fosforilada, para posteriormente transferir el
grupo fosfato a los dos dominios subsecuentes en los aminoacidos
conservados, receptor primario y transmisor secundario, y finalmente fosforilar
a su RR UvrY (Pernestig et al., 2001) el cual regula la expresién de genes

blanco (Figura 2), los cuales seran revisados mas adelante.

/'

Periplasma

Cytoplasm N
CS

-

RR

Figura 2.Fosforrelvo en el sistema BarA/UvrY en Escherichia coli. La CS se muestra con su region periplasmica, sus
dos segmentos transmembranales y sus tres dominios citoplasmicos. EI ATP se une en la caja G, lugar donde se
hidroliza. El grupo fosfato es transferido a la H, D, H y finaimente al D del RR.

Las senales identificadas por la CS pueden ser abibticas o bidticas; algunas
sefales son producidas por el huésped, mientras que otras son sintetizadas por
la poblacion microbiana. Las sefales producidas en cooperacién con la

densidad poblacional asegura el mecanismo regulatorio conocido como quorum
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sensing (QS) (Bassler BL., 1999; Hoch JA., 2000, Holden et al. 2000). En
muchos de los casos de SDC, la senal que detectan es aun desconocida.

Las proteinas BarA/UvrY se encuentran en Escherichia coli y se han descrito
ortélogos entre la Subdivision yde las Proteobacterias. Algunas de las
bacterias en las que se ha detectado este SDC son causa de una gran cantidad
de enfermedades humanas y dafno agricola. Entre los géneros reportadas con
sistemas ort6logos a BarA/UvrY se encuentran Pseudomonas con el sistema
GacS/GacA, ExpS/ExpA para Erwinia, VarS/VarA para Vibrio y BarA/SirA para
Salmonella. En todas estas especies se ha reportado una funcién comun, la
activacion de RNAs pequenos (sRNA) y la regulacién de la proteina CsrA
involucrada en metabolismo del carbono y en metabolismo secundario. En
algunas de estas especies se ha reportado su funcién en la regulacion de
genes de virulencia.

A la fecha no se conoce todo el regulén bajo el control del sistema BarA/UvrY,
sin embargo se han descrito tres genes que son regulados por este sistema:
csrB, csrC (Suzuki et al, 2002, Weilbacher et al., 2003) y rpoS, aunque la
activacion de este ultimo es controversial (Sugiura et al., 2003, Mukhopadhyay,
et al., 2000, Hengge-Aronis R., 2002, Oshima et al., 2002, Zhou et al., 2003,
Susuki et al., 2002). Por otra parte, mutantes en barA y uvrY han mostrado
alteraciones en la sensibilidad al perdxido de hidrogeno (Pernestig et al., 2001).
Mutantes en uvrY han mostrado aumento en la sensibilidad a nitrofurazona
polimixina B y dihidrostreptomicina; un incremento de resistencia a la
hidroxilamina y una mayor utilizacion de la D-melobiosa. Actualmente, no se ha
demostrado la regulacién de los genes involucrados en estas caracteristicas
fenotipicas (Zhou et al., 2003).
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CAPITULO 2
EL SISTEMA BarA/ UvrY

2.1.- Descripcion de Bar A

La cinasa sensora BarA, fue descrita por primera vez en Escherichia coli por su
similitud y habilidad de complementar una mutaciéon en la CS EnvZ, la cual
regula la expresion de proteinas de membrana externa. Los autores la
nombraron BarA a partir del inglés Bacterial Adaptive Response Gene A, por
estar involucrada en la respuesta adaptativa. Asi mismo, se mostrd in vitro su
capacidad de fosforilacién en presencia de ATP (Nagasawa et al., 1992).

2.1.1.- Dominios Funcionales en BarA

Como se menciond, la proteina BarA es una CS, de 918 aminoacidos. La parte
citosolica se caracteriza por la presencia de un dominio PAS, un dominio

HAMP, y los tres dominios ya descritos.

Con base en la presencia de los aminoacidos conservados y en la semejanza
estructural de BarA con otros SDC, se piensa que la fosforilacion de este
sistema se lleva a cabo de forma semejante a otros descritos (Perraud et al.,
1998, Georgellis et al., 1997, Burbulys et al., 1991, Jourlin et al., 1997, Posas et
al.,, 1996.). Se ha demostrado que la CS BarA fosforilada, transfiere el grupo
fosfato al RR citoplasmico UvrY (Pernestig et al., 2001). La fosforilacion de los
residuos conservados intervendrian en la catalisis del fosforrelevo de acuerdo a
la secuencia His—» Asp —»His—» Asp. El residuo de Asp final, se encuentra
en el RR UvrY.

Como ya se menciond, se ha propuesto la presencia de los dominios HAMP y
PAS, en BarA. Las siglas del dominio PAS provienen del acrénimo en inglés de
las proteinas de Drosophila period clock protein (PER), vertebrate aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT), y Drosophila single-minded
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protein (SIM) (Taylor and Zhulin., 1999, Taylor et al., 2001). Tedricamente, el
dominio PAS se encuentra entre los residuos de aminoacidos 200 y 350 de la
proteina BarA. Los dominios PAS, son mddulos que perciben el oxigeno, la luz,
el potencial redox y la fuerza protomotriz, como una forma de monitorear la
energia. Se distribuyen ampliamente en las bacterias, las arqueas y los
eucariontes y estdn frecuentemente correlacionados con procesos de
transduccion de senales (Taylor and Zhulin., 1999, Taylor et al., 2001). Se ha
encontrado un 30% de similitud entre el dominio PAS y la proteina BarA, y
actualmente no se ha descrito una funcion de este dominio hipotético en dicha
proteina (Sahu et al., 2003).

El dominio HAMP (Histidine kinase Adenyl cyclase, Methyl binding proteins,
Phosphatases) (Aravind and Pointing., 1999) se sobrelapa con el hipotético
dominio PAS, entre los aminoacidos 200 y 252. El dominio HAMP se ha
descrito en proteinas sensoras y en histidina cinasas eucaribticas.
Generalmente estas proteinas forman parte de sistemas de dos componentes
en proteinas integrales de membrana (Grebe and Stock., 1999; Ishige et al.,
1994). Anteriormente se habia sugerido un papel funcional del dominio HAMP
como transmisor de la sefal entre el dominio periplasmico y el dominio
transmisor H1 de BarA (Appleman and Stewart., 2003). Recientemente se ha
mostrado que mutaciones puntuales en este dominio impiden el cambio
conformacional de BarA inducido por el reconocimiento de la sefnal, lo que
impide la actividad cinasa del sensor (Tomenius et al., 2005). De manera
general, en las CS con dominio HAMP, es posible que éste juegue un papel
importante en la correcta transmisién de la sefal desde el dominio periplasmico
a los tres dominios citosoélicos a través de los cambios conformacionales que

impone a la molécula (Tomenius et al., 2005, Khorchid and lkura., 2006) .

El alineamiento de la secuencia del dominio periplasmico entre las CS
ortélogas ha mostrado que existen dos grupos de cinasas, las de
enterobacterias y las de pseudomonaceas, lo que permite hipotetizar que las
sefales de activacion para estos dos grupos de CS serian diferentes.



Caracterizacién del Sistema de Dos Componentes BarA/UvrY en Escherichia coli

2.1.2.- Funciones de BarA

Respuesta ante el estrés ambiental

BarA ha sido relacionada con la respuesta a ambientes acidos. Posiblemente el
pH juega un papel regulador en su activacion, ya que se ha demostrado que en
condiciones de acidez, los metabolitos intestinales producidos por los
enterocitos (Wolfe AJ., 2005) juegan un papel en la activacién del sistema
BarA/SirA en Salmonella (Lawhon et al., 2002), el cual una vez activado induce

la expresién de genes blanco.

Las bacterias entéricas han desarrollado mecanismos que les permiten
sobrevivir bajo las presiones de acidez y de las sales biliares que encuentran a
su paso. Las sales biliares son fluidos antimicrobianos potentes que causan
cambios en la presién osmotica (Sahu et al., 2003). Se ha demostrado que las
porinas adecuan a las bacterias a los cambios osmaéticos causados por las
sales biliares. Por ejemplo, se sabe que BarA activa el RR OmpR en mutantes
de la CS EnvZ (Nagasawa et al.,, 1992), lo que permite su sobrevivencia en
cambios de osmolaridad, al permitir la expresion de las porinas OmpF y OmpC.
Sin embargo, se desconoce si la expresion de las porinas via BarA, ocurre in
vivo aun en presencia de EnvZ. Salmonella enterica serovar Typhimurium
crecida en presencia de sales biliares, disminuye notablemente su capacidad
de invasién en células epiteliales, a través de los genes de regulacion sirC que

controlan la expresién de islas de patogenicidad (Prouty and Gunn., 2000).

El sistema de dos componentes BarA/SirA de Salmonella, controla la expresion
de sirC. Estos datos han sugerido que la presencia de sales biliares, bloquean
la activacion del sistema BarA/SirA y esto a su vez regula negativamente la
expresion de sirC, controlando de esta forma la expresién de genes de invasion
del patégeno (Johnston et al., 1996). Aparentemente esto se llevaria a cabo en
el lumen del intestino, lugar donde hay una mayor concentracion de sales
biliares, ademas de la vesicula biliar. Sin embargo, una vez que la bacteria

atraviesa la capa de mucosa intestinal, la concentracién de sales biliares
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disminuye, lo que permitiria la expresion de genes de invasion controlados por
sirC (Prouty and Gunn., 2000).

El papel de BarA en la formacion de biopeliculas.

Las poblaciones microbianas suelen formar comunidades de una o varias
especies organizadas en matrices que protegen a los microorganismos de
agentes antimicrobianos y proveen a la comunidad de un microambiente
estable. Estas comunidades reciben el nombre de biopeliculas y se
caracterizan porque su estructura se encuentra formada por canales y pilares
por donde fluyen los nutrientes y salen los desechos organicos de la
comunidad. Una biopelicula se inicia por la adherencia de células individuales a
una superficie seguido de la migracién y replicacion de los microorganismos
para formar microcolonias, las cuales eventualmente formardn un biopelicula
madura (O’Toole and Kolter., 1998, Pratt and Kolter., 1999).

Se ha descrito una relacion entre la disponibilidad de nutrientes y la formacion
de biopeliculas, asi como la presencia de algunos tipos de pili (Davey and
O’Toole., 2000), como requisitos para la iniciacién de la formaién de este tipo
de comunidades microbianas. Por ejemplo, en el caso de E. coli, se requiere de
la presencia de pili tipo | y el flagelo para iniciar la formacion de este tipo de
matrices a partir de la sintesis de exopolisacaridos. En Pseudomonas
aeruginosa, se ha demostrado el papel del SDC GacS/GacA, en la formacion
de bio pelicula, y de los flagelos y pili tipo IV en la adherencia como requisito
inicial para su formacién (O'Toole and Kolter., 1998). En E. coli, se ha
demostrado el papel de BarA en la formacién de este tipo de comunidades.
Mutantes en barA muestran una capacidad disminuida en la formacién de
biopeliculas (Sahu et al., 2003).

El sistema BarA/UvrY activa la transcripciéon de los genes csrB y csrC, los
cuales regulan a su vez la actividad de la proteina CsrA (Suzuki et al., 2002,
Weilbacher et al., 2003). CsrA pertenece al sistema de regulacion de carbono
(carbon storage regulator) y es codificada por el gen csrA. Igualmente la
proteina CsrA, ha sido relacionada en la formacion de biopeliculas en E. coli.
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Mutaciones en csrA inducen la formacién de biopeliculas (Romeo et al., 1993,
Jackson et al., 2002). Si embargo, no se ha descrito una relacion directa entre
BarA/UvrY y la formacién de biopeliculas (Jackson et al., 2002; Parkins et al.,
2001; Suzuki et al., 2002; Teplitski & Ahmer, 2004). Por otra parte, mutaciones
en BarA y su ortélogo GacS, no pierden totalmente la capacidad para formar
biopeliculas.

La formacién de biopeliculas ha sido relacionada con la patogenicidad como un
mecanismo importante que desencadena infecciones sistémicas a partir de
células individuales, que se desprenden de la comunidad. Debido a su
estructura que protege del acceso de los antibidticos a su interior, y que
permite su adherencia a superficies, se acentia el riesgo de infecciones
sistémicas en el uso de tubos y catéteres en la practica médica e implantes de
injertos (Padera RF., 2006, Soto et al, 2006). Recientemente, se ha
hipotetizado un papel importante de estas estructuras en patogenicidad en P.

aeruginosa en pacientes con fibrosis quistica (FQ) (O'may et al., 2006).

Los resultados experimentales no permiten concluir el papel directo de BarA en
la formacién de biopeliculas, por lo que el mecanismo de su participacion
tendra que ser evaluada. Asimismo, la funcion de la formacién de peliculas en
patogenicidad para cada una de las especies descritas no es clara y

conclusiva.

Papel de BarA en la patogenicidad

El papel de BarA en patogenicidad, se describié a partir de la sensibilidad al
peroxido de hidrogeno registrado en las mutantes BarA. Se ha demostrado una
disminucién en la actividad de las catalasas G y E en estas mutantes. La
expresion de los genes que codifican estas dos catalasas se encuentra bajo la
regulacion de RpoS, y algunos resultados experimentales sugieren que el
control estd mediado por el incremento de la expresion de barA en la fase
exponencial (Mukhopadhyay et al., 2000). Sin embargo, estos resultados son
controversiales, ya que en ensayos de microarareglos, no se observa una

regulacion de rpoS por este sistema (Oshima et al., 2002, Zhou et al., 2003).
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Los microorganismos patdgenos requieren de hierro para llevar a cabo sus
mecanismos de patogenicidad, y las alteraciones la de regulacion del
metabolismo del hierro disminuyen la virulencia. Mutaciones en el gen barA
eliminan la habilidad de E. coli uropatégenas para producir sideréforos y
receptores de membrana que regulan la internalizacion del hierro, ademas de
que pierden su habilidad para crecer en la orina. Con base en estos resultados,
se ha sugerido que BarA puede regular la adquisicion de hierro en cepas
uropatdgenas y que juega un papel importante en la colonizaciéon durante la
infeccion del tracto urinario (Zhang and Normarck., 1996). Sin embargo, este
fenotipo parece ser especifico de esta cepa, ya que en la cepa MC4100 de E.
coli, las mutantes en barA crecen igual que cepas silvestres en medios con

bajas concentraciones de hierro (Pernestig et al., 2001).

Recientemente se ha involucrado a la proteina BarA en la regulacién de
virulencia en E. coli 078:K80:H9 (E. coli patbgena de aves APEC),
demostrandose el papel de este gen en la regulacion de la expresion de
fimbrias, susceptibilidad al estrés oxidativo y viabilidad en embriones de pollo
(Herren et al., 2006). Igualmente se ha demostrado el papel de BarA/uvrY en
virulencia en modelos de infeccién urinaria en chimpancés (Tomenius et al.,

2006). Mutantes en barA 'y uvrY, mostraron virulencia reducida en este modelo.

Por otro lado, se ha demostrado que los ortélogos de la proteina BarA de E.
coli, tales como GacS de Pseudomonas y BarA de Salmonella, juegan papeles
importantes en virulencia (Goodman et al., 2004. Jones BD 2005. Teplitski et
al., 2003). Por ejemplo, mutantes en GacS han mostrado virulencia reducida en
modelos de fitopatogenicidad por P.fluorescens y patogenicidad en animales
por P. aeruginosa. Por otra parte BarA de Salmonella activa la expresion de
HilA, proteina que regula la expresion de genes de islas de patogenicidad como
SPI1, SPI14 y SPI5 (Johnston et al., 1996., Ahmer BM., 1999). Sin embargo, se
ha propuesto que HilA puede activarse por otros mecanismos independientes
de sistemas de dos componentes (Ellermeier et al., 2005, Jones BD 2005), lo
que sugiere una regulacién de la expresion de genes de virulencia mas

compleja.
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De la misma manera, el sistema BarA/SirA en Salmonella, se requiere para la
expresion de los genes de invasion de la isla SPI-1, ya que en mutantes barA
se disminuye notablemente la virulencia en modelos de ratén. En este estudio
se pens6 en la posibilidad de algun metabolito presente en el medio que
permite la activacion del sistema y se sugirié a los acidos grasos de cadena
corta como activadores de SirA (Lawhon et al., 2002). Este estudio sugiere la

activacion directa de SirA independiente de BarA, a través del acetil fosfato.

2.2.- Descripcion de UvrY

El RR complementario de BarA es la proteina UvrY (Moolenaar et al.,, 1987.,
Pernestig et al., 2001), su nombre proviene del ligamiento estrecho que tiene
con el gen uvrC, ya que se encuentran dentro del mismo operdén y en el
transcrito bicistronico del mMRNA (Donnenberg and Kaper., 1991). uvrC codifica
para una subunidad de la enzima UvrABC que esta involucrada en reparacion
del DNA (Linn and Sancar., 1992). La proteina UvrY fue descrita en E. coli K-12
como el RR funcional de BarA demostrandose la transferencia de fosfato
(Pernestig et al., 2001). La primera evidencia genética de que UvrY es el RR
funcional de BarA, proviene del hallazgo de que mutantes en barA 'y uvrY
presentan un fenotipo semejante de hipersensibilidad al peréxido de hidrogeno.

Actualmente se ha demostrado que mutaciones en el gen barA afectan
directamente la regulacién de las vias glucoliticas y gluconeogénicas a traves
de los genes csrB y csrC (Pernestig et al., 2003), ambos regulados por el
sistema BarA/UvrY. Ademas, existen otras evidencias genéticas que muestran
que mutaciones en el gen barA afectan la activacién de su par funcional UvrY
(Tomenius et al., 2005). Por otra parte, a la proteina UvrY se le ha asociado
con la regulacion de la movilidad, formacion de biopeliculas, y el control en las
vias glucoliticas y gluconeogénicas (Figura 4) (Teplitzki et al., 2003, Pernestig
et al., 2003, Jackson et al., 2002. Pernestig et al., 2001).

11
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UvrY posee la estructura clasica de un RR; un dominio receptor del grupo
fosfato en el Asp conservado en la posicién 54 y un dominio efector hélice-
vuelta-hélice (HVH) de unién a DNA (Figura 3).

Los ortélogos de UvrY descritos para especies patégenas como Pseudomonas,
Erwinia, Salmonella y Vibrio se han involucrado en el metabolismo secundario

y/o la virulencia.

o Dominio
Dominio receptor HVH

| secundario N

n ! '

Asp54
|
RN

Figura 3. Se muestra la proteina UvrY con su dominio receptor N-terminal. En elesquema se muestra el residuo de
Asp-54 conservado con funcién en la fosforilacion a partir de BarA. En el extremo C-terminal se encuentra el
dominio hélice-vuelta-hélice (HVH), generalmente de union al DNA, para la regulacion de la transcripcion (Pernestig
etal., 2001).

218

Estos 5 genes (sirA, varA, gacA, expA y uvrY) son ortélogos basados en los
siguientes criterios: estan altamente conservados (muestran al menos 60% de
identidad en la secuencia de amino&cidos) y el contexto genémico de cada gen
estd conservado (cada uno esta localizado directamente rio arriba del gene
uvrC). Los genes reguladores se encuentran antecediendo al gen de uvrC en
un transcrito bicistronico, tal que el ORF de uvrC se sobrepone en un pequefio
fragmento del gen del RR. Sin embargo, mutaciones en uvrY de E. coliy expA
de E. carotovora no afectan el sistema de reparacion de escisiéon de

nucleétidos (Moolenaar et al., 1987, Eriksson et al., 1998).

Por otra parte, estos ortblogos muestran entre si una identidad
considerablemente alta (Pernestig et al., 2001) (Tabla 1), ademas de que todos

codifican para RR de SDC de la familia FixJ.

UvrY SirA ExpA VarA GacA
E.coli S. typhimurium | E. carotovara | V. cholerae | P. aeruginosa
UvrY 100% 96% 82% 75% 60%
E.coli
SirA 100% 83% 76% 60%
S. typhimurium

12
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ExpA 100% 72% 59%
E. carotovara
VarA 100% 61%
V. cholerae
GacA 100%
P. aeruginosa

Tabla 1. Identidad entre las proteinas ortdlogas de UvrY de diferentes especies de y proteobacterias (Pernestig et
al., 2001).

La complementacién genética de mutantes en expA de E. carotovora con uvrY
de E. coli, ha enfatizado la relacion entre estos reguladores (Eriksson et al.,
1998). Se ha demostrado que mutaciones en uvrY y sus ortélogos producen
alteraciones en la movilidad o en la regulacion de los genes involucrados en
movilidad, lo que sugiere un control a nivel del regulon flagelar como una
funcién evolutivamente conservada en este grupo de ortélogos (Goodier and
Ahmer., 2001).

2.2.1.- Genes regulados por BarA/UvrY

A la fecha se han descrito tres genes regulados por el sistema BarA/UvrY de E.
coli: csrB, csrC y rpoS. La regulacion de rpoS por el sistema BarA/UvrY es
controversial (Sugiura et al., 2003, Mukhopadhyay, et al., 2000, Hengge-Aronis
R., 2002, Oshima et al., 2002, Zhou et al., 2003, Susuki et al., 2002).

Los dos primeros genes son componentes del sistema de regulacion de
carbono Csr Csr y su homodlogo, Rsm que ha sido descrito en Pseudomonas
spp. Y Erwinia (Repressor of stationary phase metabolites), forman parte de
un sistema de regulacién global que controla numerosos genes y procesos

transcripcionalmente (Romeo T., 1998, Valverde et al., 2003, Liu et al., 1998).

En el sistema Csr, el componente principal es la proteina CsrA, formada por 61
aminoacidos. CsrA, se caracteriza por ser una proteina de union a RNA que
puede modular la expresién de los transcritos alterando la estabilidad de los
MRNA blanco (Figura 4). csrB y csrC son RNAs pequenos (sRNAs) y forman
parte del sistema Csr, regulando la funcion de CsrA. La regulacion de sRNAs
no traducidos es la Unica funcién conservada, regulada por BarA/UvrY, que se
ha encontrado en las especies que presentan ortélogos de los genes que

codifican para estas proteinas.

13



Caracterizacion del Sistema de Dos Componentes BarA/UvrY en Escherichia coli

(+) (-)

‘ Glicolisis Gluconeogénesis
Movilidad Biosintesis del glicogeno
Metabolismo de acetato Biopeliculas

\
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Figura.4. Genes regulados por el sistema BarA/UvrY. csrB y csrC son los Unicos genes que se han descrito
regulados por este sistema. csrB y csrC antagonizan la funcién de CsrA, inhibiendo la glucdlisis, movilidad y
metabolismo del acetato. Por el contrario. La titulacion de CsrA por csrB y csrC, promueven la gluconeogénesis,
biosintesis del glucogeno y formacion de biopeliculas.

Por otra parte, se ha demostrado que en P. fluorescens el sistema Rsm
participa en el control de la produccion de metabolitos secundarios con
actividad antifungica (Reimmann et al., 2005) y este mismo sistema en Erwinia
regula la expresion de genes de virulencia (Cui et al., 1999). Ademas Csr
regula la invasion de células epiteliales en Salmonella enterica y afecta el
swarming en Proteus mirabilis (Liaw et al., 2003) y Legionella pneumophila

(Fettes et al., 2001).

En E. coli, se ha relacionado al sistema Csr con la represion de varios procesos
en la fase estacionaria y con la activacién de algunas funciones en la fase
exponencial (Romeo T, 1998). Se ha demostrado que CsrA es un activador de
la glucdlisis, metabolismo de acetato y biosintesis del flagelo (Wei et al., 2000,
Wei et al, 2001, Jackson et al, 2002, Romeo et al., 1993). CsrA reprime
algunos procesos como la gluconeogénesis, el metabolismo del glucégeno, e
inhibe la formacién de biopeliculas (Romeo et al.,, 1993, Sabnis et al., 1995,
Jackson et al., 2002, Wang et al., 2005) (Figura 4). CsrA se une en la regién
cercana a la secuencia Shine Dalgarno en los transcritos, bloqueando el
acceso del ribosoma al mensajero (Baker et al., 2002).

14
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En E. coli, se han descrito 4 componentes del sistema Csr: CsrA, dos sRNAs
no traducibles csrB, csrCy CsrD (Welbacher et al., 2003, Liu et al., 1997) una
proteina que ayuda a la RNAsa E a reclutar el RNA de csrB y csrC al
degradosoma, (Suzuki et al., 2006). Cada uno de los miembros del sistema Csr
se describiran a continuacion. En V. cholerae se ha descrito otro sRNA, csrD
(Lenz et al., 2005). Esto sugiere que el sistema Csr se encuentra formado por

una serie de sRNAs controlados por el sistema BarA/UvrY y sus ort6logos.

El sistema regulatorio de CsrA, ha sido descrito en proteobacterias de la
subdivision alfa y gama y en bacterias gram positivas, por lo que parece ser un

sistema ampliamente distribuido entre las eubacterias (White et al., 1996).

CsrA regula negativamente la expresion de glgC, un gen involucrado en la
biosintesis del glucégeno, uniéndose al transcrito de glgCAP (Baker et al.,
2002). Igualmente, se ha reportado que reprime la traduccién de cstA, un gen
inducido en inanicién e involucrado en transporte de péptidos (Schultz and
Matin 1991, Dubey et al., 2003), al igual que el operén que esta formado por un
grupo de genes que son requeridos para la sintesis de poli-B-1,6-N-acetil-D-
glucosamina (PGA), adhesina que participa en la formacién de biopeliculas
(Wang et al., 2005).

Las secuencias de los transcritos donde se une CsrA, muestran elementos
conservados secuencias como las secuencias GGA ACA, y GU, las cuales
parecen ser criticas para la unién de CsrA a la estructura secundaria de los
transcritos. El complejo formado regula los niveles de traduccién (Liu and
Romeo 1997, Baker et al., 2002; Weilbacher et al., 2003; Wang et al., 2005,
Dubey et al., 2005).

Los genes csrB csrC

Los genes csrB y csrC estan formados por 366 y 245 nucledtidos
respectivamente. Ambos, antagonizan la funcion de CsrA al formar un complejo
riboprotéico con ésta (Liu et al., 1997) e inhibir su actividad bloqueando su
interaccion con los mRNA blanco. csrB y csrC presentan varias secuencias
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repetidas AGGA y AGGGA (18 en csrBy 9 en csrC), que funcionan como sitios
de unién con CsrA (Liu and Romeo 1997, Liu et al., 1997 Gudapaty et al., 2001;
Weilbacher et al, 2003). Estas secuencias se encuentran localizadas
principalmente en los rizos de la estructura que forma el RNA. Estudios in vitro
e in vivo, han mostrado que csrB'y csrC funcionan como antagonistas de CsrA,
aparentemente secuestrando esta proteina (Figura 4) (Gudapaty et al., 2001,
Liu and Romeo., 1997, Liu et al., 1997).

Se ha asumido que CsrA tiene un papel indirecto en la regulacion de la
expresion de csB y csrC (Gudapaty et al.,, 2001, Suzuki et al., 2002). En
especies de Pseudomonas 'y Erwinia, el homélogo de csrB es rsmZ (Blumer et
al., 1999, Heeb et al., 2002), y se encuentra regulado a su vez por GacS/GacA
y ExpS/ExpA respectivamente. Mutaciones en las CS o los RR de estos
organismos, afectan la expresion de csrB y sus homoélogos (Ciu et al., 2001,
Hyytidinen et al., 2001).

Dentro de la amplia gama de especies que conforman las proteobacterias, se
han descrito homélogos para csrB y csrC, los cuales han sido predichos in
silico (CSRNA_FIND) (Lenz et al., 2005). El contexto gendémico de csrC revela
que este RNA se localiza siempre en la vecindad de los genes yihl y yihA
(proteina putativa de union a GTP; Lehoux et al., 2003), los cuales flanquean a
csrC en el cromosoma de E. coli. Un andlisis similar para csrB ha revelado que
este gen se encuentra en la vecindad del gen syd (proteina de union a
membrana) (Shimoike et al., 1995). En E. coli. csrB se ha descrito con 15
motivos AGGA y 3 AGGGA, csrC con 17 AGGA y 2 AGGGA. En V. cholerae
csrD se ha descrito con 13 motivos AGGA y 2 AGGGA, por lo que se ha
sefalado que el sistema Csr formado por csrA, csrB, csrC y csrD en V.
cholerae funciona de manera semejante que en E. coli. Mutantes en csrBCD
en V. cholerae han mostrado tener un papel importante en el regulén completo
de quorum sensing (Lenz et al, 2005), ademas de su regulacion por
VarS/VarA.

El sistema BarA/UvrY y sus ortélogos regulan la expresion de los sRNA csrB
csrC y csrD y sus homologos rsm (Cui et al., 2001), una vez que el sistema ha
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sido activado. Igualmente, estos sRNAs controlan los niveles de CsrA libre.
BarA/UvrY no regula la expresion de CsrA. Siendo ésta una caracteristica
comun en las especies descritas (Suzuki et al., 2002, Teplitski et al., 2003,
Teplitski et al., 2006, Weilbacher et al., 2003, Fortune et al., 2006, Valverde et
al., 2003). La interaccién de CsrA con los csrRNAs no ha sido demostrada en
S. enterica serovar Typhimurium. Mutaciones en csrB y csrC en S. enterica
serovar Typhimurium, han mostrado un papel regulatorio de estos dos
transcritos en la expresion de los genes de la isla SPI1, relacionados con
virulencia, especificamente con la expresién de invasividad (Fortune et al.,
2006).

El gen rpoS

El gen rpoS codifica para la subunidad sigma S de la RNA polimerasa y regula
la expresion de genes de la fase estacionaria y en respuesta a estrés como
privacion de nutrientes, cambios de pH, cambios de osmolaridad y variaciones
de tensién de oxigeno. El mecanismo de activacién de rpoS por el sistema
BarA/UvrY es controversial (Sugiura et al., 2003, Mukhopadhyay et al., 2000,
Hengge-Aronis R., 2002, Oshima et al., 2002, Zhou et al., 2003), pero se ha
reportado que BarA se requiere para la induccién transcripcional de rpoS
(Mukhopadhyay et al, 2000). Sin embargo, también se ha reportado que
mutantes en BarA incrementan la transcripcion en rpoS, y mutantes en UvrY

incrementan la estabilidad de la proteina o> (Sugiura et al., 2003).

Por otra parte, se ha demostrado que UvrY parece no estar involucrada en la
activacion de rpoS (Hengge-Aronis R., 2002), por lo que se sugiere que BarA
activa rpoS a través de otro regulador de respuesta aun no identificado (Venturi
V., 2003). Los resultados controversiales al respecto de la regulacion de rpoS
por el sistema BarA/UvrY, permiten concluir que actualmente, los Unicos genes
que se conocen que son regulados por este sistema son los sSRNAs csrB y

csrC.

Se ha sugerido que un comun denominador en la activacién del SDC

BarA/UvrY y sus ortdlogos, es el ambiente registrado por la bacteria durante
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una infeccion, ya que se ha mostrado la produccion de proteinas de secrecion
involucradas en patogénesis, tras la activacion del sistema. Sin embargo,
existen especies no patdgenas de Pseudomonas que presentan el sistema
GacS/GacA. En Pseudomonas, se ha referido que los sobrenadantes de
cultivos obtenidos en la fase exponencial activan el sistema GacS/GacA (Zuber
et al.,, 2003). Por otra parte, en el caso de Salmonella, se piensa que acidos
grasos de cadena corta, podrian ser los desencadenantes de la activaciéon del
sistema, al parecer, los mismos son secretados por los enterocitos en el
ambiente que enfrenta in vivo el microorganismo (Lawhon et al, 2002).
Ademas, se ha demostrado que este sistema es activo en ausencia de
adherencia celular y en ausencia de cualquier organismo huésped, lo que

sugiere la activacion a través de algin componente quimico soluble.

Es posible que el sensor BarA monitoree algunos productos metabdlicos lo que
representaria el estatus energético prevalente a través del sistema Csr. La
habilidad para determinar la disponibilidad de fuente de carbono combinada
con una rapida modulacién de los pasos metabdlicos generadores de una
mayor energia, ciertamente podrian ser un factor clave para la adaptacion
exitosa y la sobrevivencia a través de la expresion genética y por lo tanto del
comportamiento de la poblacion completa. En la Tabla 2 se resume la

regulacion de algunos genes blanco por el sistema BarA/UvrY y sus ortélogos.

Especie SDC Genes blanco Fenotipos

Escherichia coli BarA/UvrY csrB, csrC e  Mutantes en barA y uvrY muestran sensibilidad al

Salmonella typhymurium BarA/SirA hilA, hilC, hilD, invF,
csrB, csrC

(Teplitzki et al., 2003.,
Teplitzki et al., 2006,
Altier et al, 2005,
Fortune et al., 2006)

Erwinia carotovora ExpS/ExpA rsmB (Liu et al., 1998.,
Cui et al., 2001), rsmC

peroxido de hidrégeno (Pernestig et al., 2001) y
menor grado de virulencia (Tomenius et al., 2006,
Herren et al., 2006)

Mutantes en sirA muestran virulencia reducida en
modelo de gastroenteritis bovina (Ahmer et al., 1999).
HilA regula directa o indirectamente la expresion de
genes de las islas de patogenicidad SPI1, SPI4, SPI5
(Johnston et al., 1996., Ahmer et al., 1999).

csrB regula indirectamente el regulador maestro de
los genes flagelares (flhDC) (Teplitzki et al., 2003), y
directamente a hilA (Teplitzki et al., 2006)

Enzimas involucradas en virulencia como celulasas,

pectato liasas y poligalacturonasas (Eriksson et al.,
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Vibrio cholerae

Pseudomonas spp

(Cui et al., 1999)

VarS/VarA cT, TepA
csrB, csrC, csrD (Wong
et al., 1998., Lenz et
al., 2005)

GacS/GacA rsmB,
varios genes
involucrados en

virulencia 'y en la
sintesis de metabolitos
secundarios con
actividad

antimicrobiana

1998, Frederick et al.,1997).

Mutantes en expA muestran virulencia reducida en
modelos de fitopatogenicidad (Eriksson et al.,1998).
Toxina del clera y TcpA (Wong et al., 1998).
Mutantes varA muestran virulencia reducida en

modelos de raton (Wong et al.,1998).

Mutantes en gacA muestran virulencia reducida en
modelos de fitopatogenicidad y en animales.

Mutantes en gacA muestran Capacidad reducida en la
formacion de biopeliculasfilm (Heeb and Haas., 2001
y referencias citadas).

Genes que codifican o involucrados en la produccién
de enzimas con importancia en patogenicidad, entre
ellas; proteasa extracelular, fosfolipasa C, pectato
liasa, celulasa, poligalacturonasa (Heeb and Haas.,
2001 y referencias citadas).

fenasina,

N-Acil-Homoserinlactona, alginato,

antibiéticos, cianuro de hidrégeno, piocianina (Heeb

and Haas., 2001 y referencias citadas).

Tabla 2. Diferentes especies dentro del grupo de las 7y proteobacterias poseen SDC ortologos de BarA/UvrY. El
sistema BarA/UvrY regula la expresion de algunos genes y fenotipos involucrados en virulencia (modificado de
Pernestig et al., 2001).

2.2.2.- Funcion de UvrY en Escherichia coli.

Recientemente se ha involucrado a UvrY en virulencia (Tomenius et al., 2005.,
Herren et al., 2006). Se ha demostrado que mutantes en uvrY en cepas APEC
serotipo O78:K80-H9 muestran menor grado de adherencia e invasion en
cutivos de fibroblastos embrionarios de pollo, ademas de presentar sensibilidad
2006).

determinantes de virulencia requeridos para las infecciones sistémicas, ya que

al suero (Herren et al., Es posible que UvrY regule algunos
mutantes en uvrY mostraron incapacidad de producir infecciones generalizadas
en embriones de pollo (Herren et al., 2006). Por otra parte, mutantes en uvrY
han mostrado menor capacidad de provocar cistitis en chimpancés (Tomenius
et al., 2006). De acuerdo a los resultados experimentales con los que se cuenta
actualmente, se sugiere que los determinantes de virulencia en E. coli podrian
ser de naturaleza multifactorial, ya que no todos se encuentran regulados por

BarA/UvrY.
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CAPITULO 3
PAPEL DEL ACETIL-FOSFATO EN LOS SDC

En otros SDC, se ha demostrado tanto in vivo como in vitro, el papel del acetil-
fosfato (acetil-P), como donador directo del grupo fosfato hacia el RR (Dailey et
al., 1993, Danese et al., 1995, Deretic et al., 1992, Lukat et al., 1992, Lynch and
Lin., 1996, Pefia-Sandoval et al., 2005, Roggiani and Dubnau., 1993). En todos
los casos la evidencia in vivo proviene de estudios en mutantes en la CS. Se ha
mostrado que el Asp conservado en el RR es fosforilado por el acetil-P. Se ha
sugerido que el acetil-P contribuye a mantener y/o aumentar los niveles

basales de los RR en estado fosforilado (Malpica et al., 2006).

En el sistema BarA/SirA en Salmonella, se ha sugerido el papel del acetil-P
como donador del grupo fosfato hacia el RR (Lawhon et al., 2002). Se piensa
que el acetato producido por los enterocitos, contribuye de manera importante
a la formacion del acetil-P, el cual activaria de manera directa al RR SirA, de
forma independiente a BarA. Dobles mutantes en BarA y AckA-Pta (enzimas
involucradas en la produccién de acetil-P), disminuyen considerablemente la

virulencia en ratones.
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CAPITULO 4
QUORUM SENSING

Quorum sensing (QS) es la regulacion de la expresion genética en respuesta a
las fluctuaciones de la densidad poblacional. Las bacterias que presentan el
sistema QS producen y liberan sustancias quimicas llamadas autoinductores, y
la concentracién de estas sustancias quimicas esta en funcion de la densidad
poblacional. La deteccidon de un umbral de concentracion del autoinductor

conlleva a la regulacién de la expresion genética.

Tanto las bacterias gram positivas como las gram negativas presentan el
sistema QS para regular una serie de actividades funcionales. Estos procesos
incluyen simbiosis, virulencia, competencia, conjugacién, produccion de
antibioticos, movilidad, esporulacién, y formacién de biopelicula. En general, las
bacterias gram negativas usan como inductores moléculas de homoserin
lactonas aciladas (HSL), y las gram positivas, utilizan oligopéptidos. Los
autoinductores son producidos por proteinas tipo Luxl. Los autoinductores tipo
HSL se unen a proteinas tipo LuxR que son reguladores transcripcionales
(Walters and Sperandio M., 2006). La comunicacion por el sistema QS a través

de autoinductores, se lleva a cabo intra e interespecificamente.

La senal que desencadena el mecanismo al igual que los genes que se
encuentran regulados es diferente en cada caso. Sin embargo, la habilidad de
comunicacién entre organismos, permite que las bacterias regulen
coordinadamente la expresion genética y por lo tanto el comportamiento de la

poblacion completa.

El primer mecanismo de QS que se descubrid, fue en la bacteria marina Vibrio
fischeri, donde se determind que el incremento en la densidad poblacional
genera bioluminiscencia. Una vez que los niveles de HSL alcanzan

concentraciones nanomolares suficientes para la activacion de su receptor
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LuxR, se activa la transcripcién del operdn luxICDABE, requerido para la
bioluminiscencia (Hanzelka and Greenberg 1996; Schaefer et al., 1996).

Varios estudios independientes han mostrado la actividad del sistema QS en E.
coli y Salmonella como luxS/Al-2, Al-3/epinefrina/norepinefrina, indol, y el
homdlogo de LuxR, SdiA para llevar a cabo el sefalamiento intercelular. La
primera molécula de sefalizacion se involucra en comunicacion interespecifica,
y la segunda en comunicacion entre reinos (Walters and Sperandio M., 2006).
Es posible que el hecho de que estos organismos posean el sistema quérum
sensing, refleje un mecanismo de adaptacién al ambiente gastrointestinal, y se
piensa que permite la comunicacién con otros miembros de la comunidad y con

el huésped.

En el ambiente gastrointestinal, la bacteria puede sincronizar la expresién de
productos que permiten la evasién de la respuesta inmunolégica. El QS en
bacterias patdégenas pemite un ataque concertado lo que conduce a la
produccién de factores de virulencia por la poblacién completa lo que permrite
un ataque contra las defensas del huésped (Kievit and Iglewski., 2000). Se ha
sugerido que el QS en cepas EHEC permitiria el control de la colonizacién en el
tracto gastrointestinal (Anand and Giriffiths., 2003).

Actualmente la deteccion del gen sdiA ha adquirido valor diagnostico en
salmonelosis (Halatsi et al., 2006). Se desconoce el mecanismo fisiolégico por
medio del cual se activa el sistema BarA/UvrY, es probable que en E. coli el
sistema BarA/UvrY se active mediante un mecanismo semejante a QS, como el
descrito para LuxPQ en Vibrio harveyi, VarS/VarA en Vibrio cholerae (Lenz et
al., 2005), GacS/GacA en Pseudomonas (Kay et al., 2006) BvgA/BgS en
Bordetella (Mishra et al., 2005) y para algunas bacterias gram positivas como
Streptococcus, y Staphylococcus entre otras (Neiditch et al., 2006, Saizieu et
al., 2000).
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CAPITULO 5
JUSTIFICACION

Actualmente se desconoce la senal de activacion para el sistema BarA/UvrY.
De acuerdo a lo poco que se ha descrito sobre sus ortélogos, se podria sugerir
la produccién de algun metabolito celular como posible activador del sistema
(Heeb et al 2002, Zuber et al 2003.). Considerando lo reportado para otros
sistemas activados paralelamente por QS, se podria proponer la busqueda de
la senal en caracteristicas tales como la de densidad poblacional y aspectos

ambientales que pudieran estar relacionadas con la regulacion del sistema.

La identificacién de la sefial o los aspectos ambientales que permiten la
activacion del sistema es uno de los aspectos mas importantes a determinar en
el conocimiento de la fisiologia del sistema BarA/UvrY, ya que sus ortdlogos
descritos se han encontrado en especies de importancia medica y veterinaria y
parecen estar directamente relacionados con la regulacion de la expresion de
genes que intervienen en la virulencia bacteriana. Dado que los mamiferos no
poseen SDC, la contribucion sobre la fisiologia del sistema BarA/UvrY, podria
contribuir de gran manera al disefio de terapias farmacéuticas y estrategias

inmunolégicas en microorganismos patégenos.

Con base en lo anterior, la presente investigacion se centrd en la busqueda de

las condiciones ambientales que modulan la activacion del sistema BarA/Uvry.
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CAPITULO 6
MATERIALES Y METODOS

6.1.- Medios y condiciones de crecimiento.

La cepa bacteriana utilizada principalmente en este estudio fue la KSB837, su
genotipo se describe en la Tabla 3. El crecimiento de las cepas se llevd a cabo
en el medio Luria-Bertani (LB), que contiene por litro 10 g de NaCl, 5 g de
extracto de levadura y 10 g de bacto triptona. Salvo especificacion, las células
se crecieron en medio Konberg (1.1% K:HPO4, 0.85% KH2POy4, 0.6% extracto
de levadura y 0.5% glucosa). Las concentraciones de los antibioticos utilizados
fueron: ampicilina (Amp) 100ug/ml; kanamicina (Kan) 100 ug/ml y cloramfenicol
(Cm) 33 pg/ml, en los casos indicados. A partir de cultivos de toda la noche, se
hicieron diluciones a una densidad 6ptica de una DOgoonm de 0.05. Los cultivos
aerobicos se crecieron con agitacion rotacional de 240 rpm a 37°C, salvo en
los casos indicados.

6.2.- Efecto de microaerofilia sobre la actividad transcripcional
de csrB.

Para los ensayos de activacion en condiciones anaerdbicas, los cultivos se
crecieron en frascos de fermentacion en dos medios diferentes LB o Konberg
(1.1 % KoHPO4, 0.85% KH:PO4, 0.6% de extracto de levadura, 0.5% de
glucosa), a partir de cultivos de toda la noche e iniciando a una DOgypnm de
0.05. Los cultivos se mantuvieron por 6 horas, se tomaron muestras cada 30
minutos y se determiné la expresion del reportero csrB-lacZ por su actividad de

B-galactosidasa.
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6.3.- Efecto de la densidad poblacional sobre la actividad
transcripcional de csrB.

A partir de cultivos de toda la noche, se realiz6 una dilucion a una DOggonm de
0.05 en LB y se crecieron las células hasta una DOgoonm de 0.5. A partir de este
cultivo se realizaron diferentes concentraciones iniciales de DOggonm €n LB (0.1,
0.4, 0.6, y 0.8). Estos cultivos se mantuvieron por espacio de 6 horas, y se
tomaron muestras cada 30 minutos para determinar el crecimiento y la

actividad de B-galactosidasa.

6.4.- Efecto del pH sobre la actividad transcripcional de csrB.

Para los ensayos de efecto del pH sobre la activacion del sistema, se partié de
cultivos de toda la noche, se realizé una dilucion DOggonm de 0.05 en LB y se
crecieron las células hasta una DOgypnm de 0.5. A partir de este cultivo, se
prepararon diluciones iniciales de DOgypnm de 0.05 y se crecieron en los
diferentes medios de LB amortiguados a distintos pHs. Se utilizaron las
siguientes sales amortiguadoras: LB adicionado con 0.1 M de TAPS (N-Tris
(acido hidroximetil)-metil-3-aminopropanosulfénico, pH 8.0), MOPS (&cido
morfolin propanosulfénico, pH 7.0), MES (acido morfolineetanosulfénico, pH
6.0), u Homopipes (acido homopiperazin-N,N’-bis 2etanosulfénico pH 5.0) y LB-
HCI pH 5.0.

Las cepas ECL5002 y ECL5003 se crecieron en LB adicionado con 0.1 M
MOPS (pH 7.4), 20 mM D-xilosa y 20 mM de L-de lactato como inductor, de
acuerdo a lo reportado (Rodriguez et al., 2004). Los cultivos anaerdbicos
usados como controles, se crecieron en condiciones anerdbicas en un volumen

de 5 ml con medio LB en agitacion con una barra magnética.
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6.5.- Efecto de la glucosa sobre la actividad transcripcional de
csrB.

A partir de cultivos de toda la noche, se realizé una dilucién DOggonm a 0.05 en
LB y se crecieron las células hasta una DOgoonm de 0.5. A partir de este cultivo,
se prepararon diluciones iniciales de DOgyponm de 0.05 y se crecieron en LB-
Homopipes pH 5.0 y LB-Homopipes pH 5.0 suplementado con glucosa al 0.2%.

6.6.- Cepas bacterianas y plasmidos.

Los plasmidos y las cepas bacterianas usadas en este estudio, se detallan con
su genotipo en la Tabla 3. La cepa bacteriana usada con mas frecuencia en
este estudio fue la E. coli KSB837 que proviene de la MG1655. La cepa
KSB837 presenta una fusion del gen csrB con lacZ (Gudapaty et al., 2001).
Las cepas ECL 5002 y ECL 5003 presentan las fusiones cyd-lacZ y lldp-lacz
respectivamente, y fueron reportadas con anterioridad (Kwon et al., 2000). Los
plasmidos pMX601 y pMX602 se construyeron a partir del pRS415 fusionando
el gen lac-Z con el promotor de barAy uvrY respectivamente. Primeramente se
amplificaron los promotores de barA'y uvrY por PCR a partir del DNA gendmico
de E. coli MG1655, usando los oligonucle6tidos 5 - GGAATTCGAAAGTCTGATGG-
3y 5-CGGGATCCTCAAAGGAATATCTCC-3  para uwrY 'y 5-
GGAATTCCCGACCACGGCAGC-3' y 5-CGGGATCCCATGGAGTTCCGTTATGGGAC-3' para
barA. Los oligonucledtidos incluyen los sitios de restriccion para EcoR1 y
BamH1, y amplifican 1.0 Kb rio arriba del ATG de cada gen. De la amplificacion
por PCR se obtuvo un fragmento de 1.0 Kb, el cual fue eluido de un gel de
agarosa y digerido. Los fragmentos digeridos fueron clonados entre los sitios
de restriccion EcoR1 y BamH1 del plasmido pRS415 (Simons R. 1987). De
esta forma se construyeron los plasmidos pMX601 y pMX602 con las fusiones
barA-lacZ y uvrY-lacZ respectivamente. Posteriormente, las fusiones fueron
transducidas por el fago ARS45 (Simons et al., 1987) a una cepa MC4100. La
eficiencia de transduccion fue corroborada en la cepa KSY009 con la fusién
transcripcional del gen uvrY. Las colonias azules fueron probadas en su
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actividad de B-galactosidasa, para determinar la expresion de barAy uvrY en la

fase media exponencial y estacionaria.

Cepas, plasmidos y Descripcion Referencia
fagos

Cepas
KSB837 CF7789 A(att-lom)::bla ¢(csrB*-1acZ )l (Hyb) Amp' Gudapaty S. 2001
ECL 5002 MC4100 A ¢ (cydA™-lacZ)) Kwon O. 2000
ECL 5003 . MC4100 A ¢ ( lldP™-lacz)) Kwon O. 2000
IFC 601 MC4100 A ¢ (barA-lac2) Este trabajo
IFC 602 MC4100 A ¢ (uvrY-lacZ) Este trabajo
IFC 603 CF7781 Este trabajo
HJT 144 KSB837 barA::Kan' Tomenius H. 2005
Plasmidos
pRS415 lacZ' lacY’ bla* Simons, RW. 1987
pMX 601 pRS 415 barA-lacZ (1.0 kb rio arriba del ATG) Este trabajo
pMX 602 pRS 415 uvrY-lacZ (1.0 kb rio arriba del ATG) Este trabajo
pMX 602 pRS 415 uvrY-lacZ (1.0 kb rio arriba del ATG) Este trabajo
pMX 603 pRS 414 uvrY-lacZ (1.0 kb rio arriba del ATG) Este trabajo
Fago
fago ARS45 ‘bla lacZ lacy” Simons RW , 1987

Tabla 3.Plasmidos y cepas utilizadas en este trabajo.

6.7.- Determinacion de la actividad B-galactosidasa.

La determinacién de B-galactosidasa se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito
por Miller (1972), que cuantifica la hidrélisis de o-nitrofenil-B-D-galactésido
(ONPQG) por la B-galactosidasa. La férmula para calcular las Unidades Miller de

B—galactosidasa es:

Abs 420 nm — (1.75* Abs 550 nm)
(T)(V)(DOB00NM)

Donde la absorbancia a 420 nm es la medicion del producto de la actividad de

B—galactosidasa; 1.75*Abs 550 nm es un factor de correccion para la
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absorbancia de detritus celular a esta densidad optica. T, se refiere al tiempo
de reaccion (15min); V al volumen en ml del cultivo de bacterias adicionado
para cada reaccion, y por ultimo DO 600 nm es la medicién de la densidad
Optica del cultivo, en el momento de la toma de la muestra. Cada experimento

se realizé por lo menos en tres ocasiones.

6.8.- Preparacion de suero anti-UvrY e inmunodeteccion.

Se utilizd6 como inmunégeno a la proteina UvrY-6XHis (1-218) purificada y
previamente descrita (Pernestig et al., 2001). La produccién de suero anti-UvrY
se realizd en conejos machos New Zeland de 1.5 Kg de peso. Se realizaron
cuatro retos con la proteina purificada de UvrY. En el primer reto se inocul6 1
mg de proteina emulsionada con adyuvante completo de Freud, vol a vol. Las
inmunizaciones subsecuentes se realizaron con 0.5 mg de la concentracién del
antigeno emulsionado con adyuvante incompleto. Cada inmunizacién se hizo
dejando 3 semanas de espacio entre ellas. Los conejos se sangraron por la
oreja para la obtencién de suero preinmune y después de cada inmunizacion.
Los anticuerpos anti-BarA fueron donados por el Dr. O. Melefors. La
especificidad de los anticuerpos se probd a través de Western blot, y se realizé
de acuerdo a lo descrito (Tomenius et al., 2005).

Reactivos

Todos los reactivos fueron obtenidos de marcas comerciales.
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CAPITULO 7
RESULTADOS

7.1.- Identificacion de las condiciones ambientales que activan
la CS BarA.

Se ha reportado que la expresion de csrB es inducida por BarA/UvrY (Suzuki et
al., 2002). Por lo tanto, utilizando la fusién transcripcional csrB-lacZ en el
cromosoma de la cepa KSB837, la expresidon de csrB se puede determinar por
ensayos de -galactosidasa.

Se sabe que el pH de un cultivo puede cambiar el metabolismo bacteriano, ya
que en presencia de glucosa y limitacion de oxigeno, se producen &cidos
organicos que son excretados y disminuyen el pH. Por otra parte, el
crecimiento en medios ricos en aminodacidos produce el efecto contrario por la
produccion de aminas. Este efecto, ademas del hecho de que el sistema
BarA/UvrY es necesario para la regulacion de las vias glucoliticas y
gluconeogénicas, nos llevaron a explorar el efecto del pH sobre la activacién
del sistema BarA/UvrY.

Ademas, se exploraron algunas condiciones ambientales que pudieran activar
al sistema BarA/UvrY o bien que induzcan la produccion de la sefal para su
activacion. Se probaron algunos ambientes tales como el crecimiento en
glucosa en condiciones anaerdbicas, crecimiento aerdbico y anaerdbico en
diferentes medios de cultivo, ademas de la activacion del sistema dependiente
de la densidad poblacional y del pH.

7.2.- Activacion dependiente de la densidad poblacional inicial.

Se ha reportado en especies de Pseudomonas y Vibrio entre otras, la
activacion del sistema QS. Se ha demostrado que la activacion del sistema
GacA/GacsS se lleva a cabo al final de la fase exponencial (Heeb et al., 2002,
Zuber et al., 2003) en Pseudomonas aeruginosa. Al inicio de esta investigacién,
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se pensoO que el sistema BarA/UvrY podria ser activado de forma dependiente
de la densidad poblacional, de manera semejante a Pseudomonas, por el
sistema QS, por lo que se determind la activacion del mismo a diferentes
densidades poblacionales iniciales.

Los resultados no mostraron que el sistema BarA/UvrY se active de forma
dependiente de la densidad poblacional inicial, ya que la activacion del sistema
se obtuvo en la fase media exponencial, en densidades Opticas mayores de
0.5. Este comportamiento se puede observar claramente cuando se parte de

una densidad 6ptica inicial de 0.1 (Figura 5).

Efecto de la densidad Poblacional sobre la
expresion de csrB-lacZ

Curva de Crecimiento

900 +
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300 -
200 -
100 -
0.01 : . . . i __Tiempo (min) 0
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0.1 -
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Unidades Miller de -
galactosidasa

Tiempo (min)
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Figura. 5. Efecto de la densidad 6ptica inicial sobre la activacion de BarA/UvrY y expresion de csrB-lacZ. Las células
se crecieron a densidades Opticas iniciales crecientes (Abs) 0.1, 0.4, 0.6 y 0.8. Las muestras se tomaron cada 30
minutos, se registré su crecimiento (A) y determind la actividad de B—galactosidasa (B) para cada uno de los
cultivos en las diferentes densidades Opticas iniciales. Los experimentos se realizaron por triplicado, obteniendose
siempre el mismo comportamiento. Se muestran los resultados de uno de ellos.

7.3.- Activacion en anaerobiosis.

Dentro de las condiciones de estrés que tienen un efecto sobre la regulacion

genética y el metabolismo en bacterias patégenas y no patégenas, esta la
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limitacién de oxigeno en el ambiente en el que crece. La determinacion de la
expresion del reportero se realiz6 en la cepa KSB837 crecida en LB (Luria
Bertani) y anaerobiosis, por 10 horas (Figura 6A y B). El crecimiento en
condiciones anaerdbicas fue menor, y no se encontré una activacién del
reportero en este medio, aun después de haber adicionado glucosa (Figura 6A
y B). Esto significa que las condiciones anaerdbicas no son desencadenantes
de la activacién del sistema, aun cuando se mejoran las condiciones

nutricionales para el crecimiento del cultivo.

7.4.- Activacion en diferentes medios de cultivo.

Para mejorar las condiciones de crecimiento, se adicioné glucosa al medio y
se crecieron los cultivos en Konberg, para evitar la acidificacion por el
metabolismo de la glucosa, ya que se encuentra adicionado con fosfatos que
amortiguan el pH. Las diferencias de composicién de los medios de cultivo
podrian estar influyendo en la activacién del sistema. En estas condiciones, la
expresion del reportero se siguié hasta por 10 horas. Se determiné un mayor
crecimiento en condiciones anaerobicas y una activacién del reportero menor al
50% de lo registrado en condiciones aerdbicas. (Figura 6C y D). Los
resultados indican que la presencia o ausencia del oxigeno en el medio no
influye en la expresiéon del reportero. Sin embargo, la composicion del medio

parece tener un efecto en la expresion de la fusion csrB-lacZ .

En medio Konberg se encontrdé una mayor actividad que en LB, lo que indica
que bajo crecimiento en Konberg se mejora la expresién del reportero, por la
presencia de las sales de fosfato que amortiguan los cambios de pH inducidos
por el metabolismo. Este resultado podra estar reflejando un posible papel del
pH en la activacion.

7.5.- Activacion en diferentes pH's.

Para probar el papel del pH como una condicion fisiologica importante en la
activacion del sistema BarA/UvrY y expresion de los genes regulados por éste,
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se probaron medios amortiguados a diferentes pH’s. Como medio de cultivo
base se usé LB el cual se amortigué a pH 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0.
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Figura 6. Efecto de las condiciones de cultivo sobre la activacion de BarA/UvrY y expresion de csrB-lacZ. A partir de
un cultivo de toda la noche, se inicié un cultivo con una DOgoo nm inicial de 0.1 en LB, LB-glucosa 0.05%, Konberg en
aerobiosis y en anaerobiosis. Se registro el crecimiento por espacio de 10 hrs (A, C) y se determin la actividad de
[B—galactosidasa cada 60 min, en cada caso (B, D). Los experimentos se realizaron por triplicado, obteniendose
siempre el mismo comportamiento. Se muestran los resultados de uno de ellos.
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Respectivamente, para cada pH se usaron los siguientes amortiguadores:
Homopipes, MES, MOPS y TAPS. Inicialmente se determiné el efecto del pH
sobre la expresion de csrB. Los datos experimentales mostraron un papel
fisiologico importante del pH en la regulacion de la activacion del sistema, ya
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Figura. 7. Efecto del pH sobre la activacidn del sistema BarA/UvrY y expresion de la fusion csrB-lacZ (A,B) y csrC-
lacZ(C, D) . Se parti6 de un precultivo con LB-Homopipes pH 5.0 crecido hasta una DOsoonm de 0.5. El cultivo se
diluyd a una DOsoonm de 0.05 en LB-Homopipes pH 5.0, LB-MES pH 6.0, LB-MOPS pH 7.0 y LB-TAPS pH 8.0. Se
determind el crecimiento (A), la actividad de P—galactosidasa y pH cada 30 min por espacio de 8 horas. Los
experimentos se realizaron por triplicado, obteniendose siempre el mismo comportamiento. Se muestran los
resultados de uno de ellos.
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que a pH de 5.0, no se registr6 activacion del sistema, por lo que se probé el
efecto del mismo en la expresién de csrC. La expresidn de los genes regulados
por el sistema se determin6é cada 15 y 30 min por espacio de 8 horas. El
crecimiento es comparable en presencia de las diferentes sales amortiguadores
utilizados. Sin embargo, se determin6 una disminucién moderada de la tasa de

crecimiento en los cultivos a pH 5.0 (Figura 7).

Por otra parte, se observo una diferencia en los niveles de expresion entre csrB
y csrC, lo que coincide con lo ya reportado (Welbacher et al, 2003). La
activacion del reportero csrB fue mayor que la de csrC, lo que podria sugerir
que su nivel de activacion por UvrY es menor que la de csrB (Weilbacher et al.,
2003). No se encontrd activaciéon a pH 5 de los dos reporteros utilizados. La
activaciéon registrada en a pH 6 fue menor que en pH7 y 8 con ambos
reporteros utilizados. La activacion de los reporteros a pH 7 y 8 fue semejante
en los dos casos. lIgualmente, el pH del medio podria afectar las
caracteristicas fisicoquimicas de la sefal, ya que a pH 7.0 la expresion de csrB
y ¢sC es aproximadamente dos veces mayor que a pH 6. Los resultados
indicaron un posible efecto fisioldgico del pH en la expresién de los reporteros y
en su nivel de expresion, mostrando que los niveles de activacion de la
expresion del reportero dependen del valor de pH al que se enfrenta. En ambos
casos el nivel de activacion aumenta a medida que el cultivo alcanza la fase

logaritmica.

Bajo estas condiciones no se encontr6 diferencia entre los niveles de activacion
apH 7 vy pH 8 en los dos reporteros utilizados. Ademas no hubo diferencias
notables en los niveles de crecimiento para el intervalo de pH 6 a 8.

Los cambios de pH ejercidos por el metabolismo celular fueron registrados en
cada muestra. Después de 8 horas de crecimiento, el pH final al utilizar
Homopipes fue de 5.3, 6.4 para MES 7.5 para MOPS y 8.5 para TAPS. Estos
resultados sugieren la posibilidad de activacion del sistema en un punto
determinado de pH, por lo que se disefid un experimento que permitiera el
cambio paulatino del pH (producido por el propio metabolismo), partiendo de
condiciones acidas (Figura 8). Para ello, se determind la expresion del
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reportero en medio LB-HCI pH 5.0 y se compararon con la expresién en un
medio amortiguado con Homopipes a pH 5.0.

Se observd que la expresion del reportero se activa a pH 5.4 al utilizar LB-HCl y
no se activa cuando las condiciones de pH permanecen constantes de acuerdo
a estas condiciones. El pH registrado al final del experimento fue de 8.8 y 5.3
para LB-HCL y Homopipes respectivamente (Figura 8). En presencia de LB-
HCI, el pH incrementa por arriba del pH fisioldgico, resultado de la degradacion

de los aminoacidos del medio.

Efecto del cambio de pH sobre
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Figura. 8. Efecto del pH externo sobre la activacion del sistema BarA/UvrY y expresion de csrB-lacZ. La cepa
KSB837 se crecit en LB-HOMOPIPES (m) y LB-HCI pH 5.0 (#). El crecimiento se registré cada 30 minutos (A) y la
actividad B-galactosidasa y pH se registraron en cada caso (B). Los experimentos se realizaron por triplicado,
obteniendose siempre el mismo comportamiento. Se muestran los resultados de uno de ellos.

Es posible que el pH desempefie un papel fisioldgico promoviendo las
condiciones necesarias para la generacion de la sefal, o la estabilidad de la
misma. De manera paralela es posible que la inactivacion del sistema en
condiciones acidas sea el resultado de la sensibilidad del ensayo de -
galactosida, la inactivacion de los SDC o la ausencia de las proteinas BarA y

UvrY. Se determiné el efecto de cada una de estas alternativas utilizando el
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sistema ArcA/ArcB, y buscando la constitutividad de BarA/UvrY bajo estas

condiciones.

7.6.- Efecto del pH sobre ArcA/ArcB.

Anteriormente se describio la regulacidén de la expresion de los genes lldp y cyd
bajo el conrol de la actividad del sistema ArcA/ArcB. El sistema ArcA/ArcB se
activa en condiciones de microaerofilia permitiendo la expresion del gen cyd.
(Cotter et al., 1997). En aerobiosis, la inactivacion del sistema desreprime la
expresion del gen lldp (Fu et al., 1991). En el laboratorio se cuenta con las
cepas ECL 5002 y ECL 5003, asi como las construcciones de cyd-lacZ y lldp-
lacZ respectivamente. Ambas cepas se utilizaron para determinar la
sensibilidad del ensayo de B-galactosidasa y de un SDC diferente al pH 5.0. La
expresion de las fusiones lldp-lacZ y cyd-lacZ, se probaron en condiciones

aerobicas y anaerobicas respectivamente (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del pH sobre la expresién de las fusiones lldp-lacZ y cyd-lacZ . A partir de un cultivo de toda la
noche de las cepas ECL 5003 (A) y ECL 5002 (B). Las cepas se crecieron en LB adicionado con 0.1 M MOPS (pH
7.0) y LB-Homopipes (pH 5.0) en condiciones aerébicas y anaerébicas. Se determind la actividad de (-
galactosidasa después de 60 min de crecimiento. La expresion de la fusion lldp-lacZ y cyd-lacZ se determin6 para
cada una de las cepas tanto en condiciones aerobicas como anaerébicas. Los experimentos se realizaron por
triplicado, obteniendose siempre el mismo comportamiento. Se muestran los resultados de uno de ellos.
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No se encontraron diferencias en el nivel de expresion de la fusion lldp-lacZ
en condiciones aerdbicas a pH 5.0 y 7.0, lo que indica que el ensayo de -
galactosidasa no se ve afectado por el pH del medio (Figura 9 A). De la misma
manera, no se observaron diferencias en la activacion del sistema ArcA/ArcB
en ambos pH, por lo que los niveles de expresion del reportero cyd-lacZ bajo
estas condiciones fue muy semejante (Figura 9B). Estos resultados permiten
concluir que a pH 5.0, la fosforilacién de los SDC, no se ve afectada, y que la
activacion del sistema se lleva a cabo permitiendo la expresion de los genes
regulados positivamente.

7.7.- Efecto del pH sobre la presencia de BarA/UvrY.

Para determinar la presencia de BarA y UvrY en condiciones &acidas, se
construyeron fusiones transcripcionales de barA y uvrY con lacZ y
traduccionales de wuwvrY. Las cepas resultantes IFC601 (barA-lacZ),
IFC602(uvrY-lacZ), e IFC603 (uvrY-lacZ), se crecieron en LB-Homopipes (pH
5.0) y LB-MOPS (pH 7.0). La expresion del reportero se determind en ambos
casos a una DOgoponm de 1.0 y 2.0. La figura 10 muestra que la expresion
transcripcional de barA-lacZy uvrY-lacZ, no se ve afectada por su crecimiento
en condiciones acidas.

Efecto de la expresion de barA-lacZ y uvrY-lacZ
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Figura 10.- Efecto del pH sobre la expresion de las fusiones transcripcionales barA-lacZ y uvrY-lacZ . Las muestras
se tomaron a una absorbancia de 1.0 (m) y 2.0 (o) . y se determind la actividad de B—galactosidasa. Las cepas se
crecieron en condiciones aerébicas en LB-MOPS pH 7.0 y LB-Homopipes pH 5.0. Los experimentos se realizaron
por triplicado, obteniendose siempre el mismo comportamiento. Se muestran los resultados de uno de ellos.
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La Figura 11 muestra la activacion de la expresion de la fusion traduccional
uvrY-lacZ. La activacion no se ve afectada por las condiciones de pH. Lo cual
indica que en condiciones acidas, se expresa UvrY.

A partir de los anticuerpos contra BarA y UvrY, se determiné la presencia de las
proteinas en condiciones de pH5.0 y 7.0.En la Figura 12, se observa la
presencia de BarA en ambas condiciones, por lo que se puede concluir que su
presencia no se ve afectada por el pH. Nuestros resultados demuestran que
tanto BarA como UvrY, no se ven afectadas por las condiciones de acidez en
presencia de LB-Homopipes, por lo que la ausencia de expresion de la fusién
csrB-lacZ, es el resultado de la inactivacion del sistema, y de fosforilacién de

ambos componentes.
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Figura 11.- Efecto del pH sobre la expresion de la fusion tranduccional uvrY-lacZ. Las muestras se tomaron a una
absorbancia de 1.0 (m) y 2.0 (0) y se determind la actividad de f—galactosidasa para pH 5 (1) y pH7.0 (2). Las
cepas se crecieron en condiciones aerobicas en LB-MOPS pH 7.0 y LB-Homopipes pH 5.0. Los experimentos se
realizaron por triplicado, obteniendose siempre el mismo comportamiento. Se muestran los resultados de uno de
ellos.

7.8.- Efecto de la glucosa sobre la actividad.

Los resultados obtenidos en la figura 8, mostraron que en LB-HCI, las células
incrementan su pH como producto del metabolismo, a niveles superiores del
pH fisiologico. La degradacién de peptonas del medio permite la alcalinizacién
del mismo a través de la liberacibn de aminas. Pensamos que bajo estas

mismas condiciones, al adicionar glucosa en LB-HCI| y LB-Homopipes, la
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presencia de glucosa contrarrestaria el efecto alcalinizante a través de la
produccion de acidos mixtos en la glucdlisis y de esta forma inhibiria el sistema
resultando en la no activacion de la transcripcion de la fusion de csrB-lacZ.

Los resultados de la figura 13, muestran que en condiciones acidas y en
presencia de glucosa, el sistema se activa. El pH se registré cada 30 min, y se
muestran el pH inicial y final de cada experimento en la tabla 4. En el medio
LB-HCI adicionado con glucosa, no se registré6 cambio en el pH, hasta el final
del experimento, indicando que el metabolismo de la glucosa produjo una
combinacion de acidos mixtos que mantuvieron el pH en condiciones acidas.
Los datos obtenidos permiten excluir al pH como la sefial de activacion, y
sugerir la presencia de metabolitos de la glucosa o a la glucosa misma con un
papel regulatorio de la actividad. Es posible que la glucosa o alguno de sus
metabolitos provean las condiciones necesrias para iniciar la activacion del

sistema independientemente del pH.

BarA 101.9kDa
pH 5.0 pHT7.0

Figura. 12 Determinacion de BarA y UvrY por Western blot. La cepa KSB837, se crecié hasta una DOgoonm de 1.5,
se cosecharon y se solubilizaron a 95°C por 5 min en un amortiguador reductor para SDS-PAGE. Las muestras se
separaron en geles de poliacrilamida al 10%, y se electrotrasfirieron a papel de nitrocelulosa Hybond-ECL. La
proteina BarA se identifico con anticuerpos especificos anti BarA de acuerdo a lo descrito (Tomenius et al., 2005).

LB- Homopipes LB- Homopipes- LB-HCI LB-HCI-glucosa
glucosa
pH inicial 49 49 49 4.90
pH final 5.2 49 8.1 49

Tabla 4. Cambios de pH en cultivos con glucosa. El pH inicial y final se registro para cada caso.
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Efecto de la glucosa y pH sobre la
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Figura 13. Efecto de la glucosa en condiciones de acidez, sobre la activacion del sistema y expresion de la fusion
csrB-lacZ. La cepa KSB837 se crecié en LB-HOMOPIPES y posteriormente se transfirio a LB-HCI pH 5.0, y LB-
Homopipes, ambos en presencia de glucosa 0.2% y en ausencia de la misma. El crecimiento se registré cada 30
minutos (A) y la actividad f—galactosidasa y pH se registraron en cada caso (B). Los experimentos se realizaron por
triplicado, obteniendose siempre el mismo comportamiento. Se muestran los resultados de uno de ellos.
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CAPITULO 8
DISCUSION

Para sobrevivir en la naturaleza bajo una serie de condiciones ambientales
cambiantes, los microorganismos deben ser capaces de adecuarse
rapidamente a las condiciones que encuentran en los numerosos nichos a los
que se enfrentan, tales como cambio de pH, disponibilidad de nutrients,
osmolaridad, estrés oxidativo, temperatura, etc. E. coli posee una gran variedad
de mecanismos que le permiten hacer frente a los cambios ambientales,

ejemplo de ello son las respuestas mediadas por los SDC.

Los SDC son circuitos moleculares que sensan y procesan las sefales
ambientales, para finalmente responder de una forma especifica y adaptarse a
los diferentes ambientes. Dentro de la amplia gama de SDC que posee E.coli,
el sistema BarA/UvrY se encuentra relacionado con ambientes estresantes, ya
que como se ha determinado en este trabajo, el sistema estudiado se inactiva a
pH acido. Estudios bioquimicos y genéticos han mostrado que el SDC
BarA/UvrY controla el sistema Csr y eventos de patogenicidad (Suzuki et al.,
2002, Weilbacher et al., 2003, Herren et al., 2006; Tomenius et al., 2006).

Anteriormente se demostré que en Pseudomonas, el SDC GacA/GacS funciona
de manera paralela al sistema QS (Kay et al., 2006). Al inicio de esta
investigacién, se pens6 que su ortélogo en E. coli podria activarse de manera
semejante, dependiente de la densidad poblacional. Por mucho tiempo, el
sistema QS en E. coliy Salmonella ha sido controversial. Sin embargo, se ha
demostrado que estos dos microorganismos usan varios sistemas QS, tal como
LuxS/Al-2, Al-3/epinefrina/norepinefrina, indol y el homélogo de LuxR, SdiA, en
el sefalamiento intercelular, lo que conlleva a la adecuacion al ambiente
(Walters and Sperandio., 2006). El ambiente gastrointestinal se encuentra
poblado por un gran numero y diversidad de microorganismos, los cuales se
comunican entre si y muy probablemente con el huésped, regulando de esta
manera la expresion de mecanismos de virulencia (Kievit and Iglewski., 2000).
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La comunicacién entre este tipo de comunidades permite la activacion de SDC.
Es posible que en E. coli la activacion de SDC se encuentre regulada por
sistemas QS, y entre ellos la activacion de BarA/UvrY podria responder de
manera paralela al sistema QS, por lo que la densidad poblacional seria un
factor desencadenante de la activacion del mismo. Con el fin de encontrar
alguna relacion entre la densidad poblacional y la activacion del sistema
BarA/UvrY, se determin6 el efecto de la densidad poblacional creciente y el
nivel de activacion del sistema. El presente estudio mostr6é que la activacion del
sistema BarA/UvrY no esta en funcion de la densidad poblacional (Figura 5). Se
determind que el sistema se activa en la parte media de la fase exponencial de
manera independiente a densidad poblacional inicial. Es posible que la
activacion del sistema se deba al incremento de algin metabolito producido por
la poblacion, como ya ha sido sugerido con anterioridad en Salmonella
(Lawhon et al., 2002), y Pseudomonas fluorescens (Heeb et al., 2002; Zuber et
al., 2003).

Los ensayos no mostraron activacion del sistema dependiente de
microaerofilia. Bajo estas condiciones, el cultivo mostré limitaciones en su
crecimiento. Sin embargo, en presencia de Konberg y glucosa se determiné
activacion del sistema. Es posible que la diferencia registrada entre ambas
condiciones de cultivo sea resultado de la presencia de fosfatos en el medio de
Konberg, los que amortiguan el pH permitiendo un incremento en el crecimiento
y activacién del sistema, evitando de esta forma la caida de pH por los

productos metabdlicos de la fermentacién de la glucosa.

La activacién del sistema por la presencia de fosfatos en estas condiciones,
indica un posible papel del pH en la activacion, por lo que se pensoé en probar
el efecto de diferentes valores de pH en la activaciéon. Igualmente, el papel de
la glucosa en la activacion del sistema ha sido probado en el laboratorio, y los
resultados han mostrado un efecto de ésta. Cabe mencionar que en presencia
de LB-Homopipes-glucosa, la activacion del sistema se registrdé aun en
condiciones de acidez y tras 180 min de cultivo. El tiempo requerido para la
activacion bajo estas condiciones podria sugerir la produccién y/o acumulacion

de algun metabolito producto de la degradacién de la glucosa. Pensamos que
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la experimentacién en presencia de metabolitos de la glucosa como piruvato,
lactatato, acetato, etanol, y formato entre otros podrian indicar el papel del
metabolismo de la glucosa en la activacion del sistema. Actualmente, en el
laboratorio, se estdn probando estas condiciones, y resultados preliminares
muestran al acetato, formato y propionato como algunos de los metabolitos que
permiten la activacion del sistema en condiciones acidas, lo que descarta al pH
por si mismo como sefial de activacion (Fig 13, Tabla 2). Sin embargo, es
necesario estudiar mas a fondo el papel de cada uno de los metabolitos en la
activacion, esto permitira conocer los factores bioquimicos necesarios para la

generacion de la sefal.

La activacién del sistema BarA/SirA, en presencia de acidos grasos de cadena
corta, ha sido determinada por Lawhon et al., 2002. En este estudio, se mostro
que en pHs medianamente acidos en presencia de acetato y acidos grasos de
cadena corta, se generan las condiciones necesarias para la expresion de hilA,
el cual se encuentra regulado por SirA. De esta manera, se desencadena la
expresion de genes de virulencia en Salmonella typhimurium. Igualmente, se
ha implicado al acetil-P como activador directo de SirA, y se ha sugerido al
acetato como fuente principal para la formacién de esta molécula (lawhon et al.,
2002), que activaria directamente a UvrY.

Como ya se menciono, los ortélogos de BarA/UvrY en otras bacterias gram
negativas tales como GacS/GacA en Pseudomonas, ExpS/ExpA en Erwinia
spp; y BarA/SirA en Salmonella spp, se encuentran relacionados con la
expresion de mecanismos de virulencia (Tabla 2). Tanto E. coli como
Salmonella residen en el tracto gastrointestinal, donde enfrentan un gradiente
de pH que cambia incrementando desde el estbmago hasta el colon. Las
bacterias enfrentan la acidez estomacal antes de alcanzar su destino final en el
intestino. La habilidad de E. coli O157:H7 de resistir las condiciones acidas que
enfrenta en el estomago, le permite finalmente llegar a su destino (Lin et al.,
1996). Recientemente se ha sugerido la importancia del pH en la activacion de
la expresion de los genes de virulencia (Lawhon et al., 2002) en Salmonella a
través del sistema BarA/SirA. La activacion de SirA modula la expresion de hilA
(Teplitski et al., 2003), y consecuentemente la expresion de genes de virulencia
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en Salmonella. La presente investigacion mostro una clara dependencia del pH
sobre la activacion del BarA/UvrY. La inactivacién del sistema por este
mecanismo parece ser especifica de BarA/UvrY, ya que los resultados
obtenidos para la activacion del sistema ArcA/ArcB, muestran su funcionalidad
en condiciones de acidez. La presencia de BarA/UvrY en condiciones acidas,
sugiere que la inactivacion del sistema es el resultado de la inactivacion de la
sefnal, o la no produccién de la misma por la ausencia de condiciones
fisiolégicas necesarias. Sin embargo los datos experimentales muestran que
los cambios en pH proveen las condiciones fisiolégicas para el desarrollo de la
activacion o produccion de la senal.

A pesar de que se desconoce la sefal de activacion del sistema, es posible que
ésta sea producida por el propio organismo, ya que en Pseudomonas
fluorescens (Heeb et al., 2002; Zuber et al., 2003) se ha descrito una senal
extracelular capaz de activar el sistema GacS/GacA en la fase estacionaria.
Estos resultados sugieren que la senal de activacién podria ser un producto

extracelular que tras su acumulacion, es capaz de activar el sistema.

Por otra parte, los resultados preliminares sobre el metabolismo de la glucosa
sugieren el papel de la degradacién de esta molécula en la activacion.
Sistemas ort6logos de BarA/UvrY podrian responder de manera semejante, lo
que propondria que en condiciones de acidez se inhibiria su sintesis o se
inactivaria. Sin embargo, el papel del dominio periplasmico en la recepcion de
la sefal, aun no ha sido aclarado, lo que permitiria hipotetizar dos tipos de

sefnales, de acuerdo a las diferencias encontradas en este dominio.

La activacion del sistema en presencia de glucosa implicaria de acuerdo a la
literatura reportada, una inhibicion en el metabolismo de acetato,
concretamente el incremento de acetato e inihicibn de la donacion de esta
molécula a traves del Acetil-CoA hacia el ciclo de Krebs, y del glioxalato (Wei et
al., 2000). Se ha determinado que en presencia de glucosa, se activa la
glucolisis y se reprimen algunos pasos del ciclo TCA, favoreciéndose la
produccion de succinato y 2-cetoglutarato, lactato, fumarato, etanol y acetato
(Wolfe, AJ. 2005). Igualmente, se favorece la produccion de acetil-P. De
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acuerdo a lo reportado, la via gluconeogénica se activaria, la cual a su vez
permitiria la formacién de biopeliculas (Jackson et al., 2002, Romeo et al.,
1993, Sabnis et al., 2003). Como ya se menciond, la expresion de crB y su
incremento, secuestran a la proteina CsrA quien regula positivamente el
metabolismo de acetato, biosintesis de flagelo, movilidad y glucdlisis (Jackson
et al.,, 2002, Romeo et al., 1993, Sabnis et al., 2003, Wei et al., 2000, Wei et al.,
2001). CsrA regula negativamente la gluconeogénesis, glucogenogénesis y
formacién de biopeliculas (Jackson et al., 2002, Romeo et al., 1993, Sabnis et
al., 2003, Yang et al., 1996). Con base a estas implicaciones, se podria

hipotetizar que:

e Metabolitos producidos por la degradacién de la glucosa podrian estar
involucrados en la activacion del sistema.

e Un posible papel del acetil-P en la activacion.

e La biosintesis del flagelo se veria inhibida para estimular la formacion de
biopeliculas, lo que permitiria el establecimiento y colonizacion del

microorganismo en un sitio determinado.

Mutantes en las enzimas involucradas en la formacion de acetil-P (AckA-Pta),
permitirdn esclarecer su papael en activacién. De la misma manera, seria
importante aclarar el papel de los metabolitos productos de la fermentacién de

la glucosa, en la activacion.

Recientemente se ha demostrado el papel de BarA/UvrY en virulencia
(Tomenius et al., 2006. Herren et al., 2006) y es posible que en ambientes
acidos como podria ser el ambiente estomacal, el sistema BarA/UvrY se
inactive en representantes patégenos de E. coli. Condiciones cercanas a la
neutralidad permitirian la activacion del sistema, y la expresion de genes de
virulencia dependientes del sistema BarA/UvrY de manera semejante a lo
reportado en Salmonella. Por otra parte nuestros resultados sugieren que
independientemente de los valores de pH registrados in situ, los metabolitos de
glucosa podrian activar a BarA/UvrY. Se desconoce si existe una regulacién
directa de la expresion de genes de virulencia en E. coli por el sistema
BarA/UvrY, sin embargo, se ha mostrado que mutantes en BarA y UvrY
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muestran fenotipos con menor virulencia (Herren et al., 2006, Tomenius et al.,
2006).
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A 0D~

CAPITULO 9
CONCLUSIONES

El sistema BarA/UvrY no se activa por la densidad poblacional.

El sistema BarA/UvrY no se activa en un pH &cido.

El incremento de pH permite la activacion del sistema BarA/UvrY.

En condiciones de acidez, es posible activar el sistema en presencia de
glucosa.

El pH no es la sefal de activacién.
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CAPITULO 10
PERSPECTIVAS

La identificacion de la sefial, es uno de los aspectos mas importantes a conocer
dentro del sistema BarA/UvrY. Actualmente, en el laboratorio se estudia el
papel de sustratos glicoliticos en la activacion del sistema en condiciones
acidas. Estudios genéticos al respecto permitiran concluir el papel definitivo de

cada uno de los metabolitos en la senalizacion.

Otro de los aspectos interesantes a estudiar en este sistema, es el referente a
la funcion de la CS. En la gran mayoria de los SDC, se desconoce la sefal de
activacion, pero en algunos, se ha mostrado que la regién periplasmica de la
CS esté involucrada en la recepcion de la misma (Regelmann et al., 2002). Sin
embargo, cabe mencionar que BarA posee un dominio PAS. Se desconoce la
importancia fisiologica del mismo y su posible papel en la recepcién de la senal.
La participacion de estos dos dominios en la funcionalidad de la proteina y la
recepcion de la sefal son aspectos que aun no han sido evaluados y su estudio
genético permitird conocer su participacion en la recepcion de la sefal y en la

funcionalidad de la estructura de la proteina.

El estudio de la CS BarA y sus ortlogos ha permitido diferenciar la region
periplasmica en dos grupos; un grupo contiene una region periplasmica
homdloga a la de la CS GacS vy el otro a la de BarA. Si la regién periplasmica
funciona como receptora de la senal en este sistema, es posible que las
diferencias entre ambas regiones impliquen la existencia de sefnales distintas
para cada grupo. La construccion de quimeras GacS-BarA, permitira discernir

el papel funcional de la region periplasmica en la activacién de la CS.

La busqueda de otros genes regulados por el sistema BarA/UvrY, permitira una
mejor comprensién de su papel en el metabolismo y fisiologia. En otros
ortélogos del sistema BarA/UvrY, se ha descrito su funcionalidad en la

manifestacibn de mecanismos de virulencia y en la expresion de genes
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involucrados en la misma. En E. coli, el papel de BarA/UvrY en virulencia se ha
descrito unicamente a nivel fenotipico en mutantes UvrY. Sin embargo, la
identificaciéon de genes de virulencia regulados por este sistema, se hace
necesario para establecer una funcion bioldgica conservada entre las diferentes
v-proteobacterias. Actualmente se puede concluir que en las especies que
presentan el SDC BarA/UvrY y sus ortdlogos, este sistema presenta tres
funciones identificadas: su regulacion en el metabolismo del carbono, a través
del sistema Csr en E. coli, metabolismo secundario y su papel en el control de

la expresién de los mecanismos de virulencia.
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