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RESUMEN 
 

Múltiples bacterias patógenas utilizan un sistema de secreción tipo III (SST3) 

para inyectar efectores de virulencia a sus células hospederas, los cuales 

alteran diversas funciones celulares y eventualmente provocan diferentes 

cuadros clínicos. La inyección de estos efectores a las células eucariontes 

requiere de la actividad enzimática de una ATPasa especializada asociada al 

SST3. En este trabajo se realizó una caracterización de la proteína EscN, 

ATPasa asociada al SST3 de Escherichia coli enteropatógena (EPEC). La 

funcionalidad de versiones recombinantes de EscN (fusionada a 10 histidinas y 

a la proteína GST en su extremo N-terminal) se corroboró mediante ensayos de 

complementación. Nuestros resultados indican que EscN es una ATPasa 

dependiente de Mg2+ (kcat 0.35 s-1), utilizando las condiciones óptimas que se 

obtuvieron para la reacción de hidrólisis. EscN presentó una actividad 

dependiente de la concentración de proteína lo que sugiere la activación de la 

enzima por oligomerización. La presencia de formas oligeméricas activas de 

EscN se demostró por medio de cromatografía de exclusión molecular y 

electroforesis en geles nativos.  

Adicionalmente, se demostró la existencia de interacción entre las proteínas 

EscL y EscN. Se identificó que la región C-terminal de EscL reconoce la región 

N-terminal de EscN y que la formación de este complejo inhibe la actividad de 

ATPasa de EscN; éste representa el primer reporte que confirma 

experimentalmente que EscL es la proteína reguladora de la ATPasa del SST3 

de EPEC.   

Por otra parte, mediante alineamientos de secuencia múltiples de ATPasas 

de diferentes SST3, se identificaron residuos altamente conservados en el 

dominio C-terminal de esta familia de proteínas (localizados principalmente 

entre las α-hélices C1 y C2). La importancia de los residuos conservados del C-

terminal de EscN se evaluó mediante mutagénesis sitio dirigida y ensayos de 

complementación. Se obtuvieron diferentes proteínas mutantes con pérdida de 

función de secreción, y se determinó que la integridad estructural de la α-hélice 

C1 es crítica para la función de la proteína. A su vez, nuestros resultados 

indican que las mutaciones del C-terminal de EscN no evitan la interacción con 

los complejos chaperona-efector, por lo que el defecto en su función puede 



corresponder a la afectación de la interacción con otro componente del SST3, 

por ejemplo las identificadas por primera vez en este reporte con las proteínas 

SepL y Orf15.  

Finalmente, se describe un modelo del posible mecanismo de acción de la 

ATPasa del SST3 y se discute la similitud de algunos componentes del SST3 

con subunidades de la F0F1-ATPasa así como un probable funcionamiento 

semejante de ambos complejos multiproteicos. 

 
 
 
 

ABSTRACT 
 

Many bacterial pathogens use a type III secretion system (T3SS) to inject 

virulence effector proteins into host cells, disrupting different cellular functions 

and enabling disease progression. The injection of these effectors into 

eukaryotic cells is dependent on the enzymatic activity of a specialized ATPase 

associated with the T3SS. In this work we report the characterization of EscN, 

the enteropathogenic Escherichia coli type III ATPase. Recombinant versions of 

EscN (10XHis- or GST- N-terminally tagged) were fully functional in 

complementation tests. Our results demonstrate that EscN is a Mg2+-dependent 

ATPase (kcat 0.35 s-1). We also define optimal conditions for the hydrolysis 

reaction. EscN displays protein concentration-dependent activity, suggesting 

that the specific activity changes with the oligomeric state of the protein. The 

presence of active oligomers was revealed by size exclusion chromatography 

and native gel electrophoresis. 

In addition, we demonstrate an EscL-EscN interaction, and showed that EscL 

C-terminal domain interacts with EscN N-terminal domain; and that the 

formation of this complex inhibits the ATPase activity of EscN. This is the first 

experimental report that confirms the role of EscL as the ATPase regulator 

protein of the T3SS in EPEC.  

A multiple sequence alignment of different T3SS ATPases was generated 

and several C-terminal highly conserved residues were identified. The 

conserved residues are mainly localized between α-helix C1 and C2. 



Conserved C-terminal residues of EscN were subjected to site-directed 

mutagenesis, and their functional relevance was confirmed by complementation 

tests. We have isolated several loss-of-function mutants and our results show a 

central role of the integrity of the α-helix C1 structure in protein function. In 

contrast with previous reports, we demonstrate that C-terminal mutations in 

EscN do not avoid the interaction with a chaperone-effector complex. Therefore, 

their loss-of-function could be due to a failure to interact with some other T3SS 

components, like the ones identified in this work: SepL and Orf15.  

Finally a model describing the possible mechanism of action of the T3SS 

ATPase is presented, and the similarity between T3SS components and F0F1-

ATPase subunits as well as a probable resemblance in the function of both 

multiproteic complexes is discussed.      

 

 
 
 
 
 
 



INTRODUCCIÓN 
 

La bacteria Gram-negativa Escherichia coli se encuentra normalmente en la 

microbiota del tracto gastrointestinal humano, lo coloniza durante las primeras 

horas de vida y a partir de ese momento la bacteria y su hospedero se 

benefician mutuamente [1,2]. Esta bacteria ha sido durante varias décadas un 

excelente modelo de estudio y actualmente es uno de los organismos 

procariontes mejor caracterizados. 

Las cepas comensales de E. coli habitualmente son inofensivas en el lumen 

intestinal, sin embargo en algunas ocasiones pueden producir infecciones en 

hospederos inmunodeprimidos o cuando son alteradas las barreras 

gastrointestinales como por ejemplo en una peritonitis [1]. El nicho de las cepas 

comensales de E. coli es la capa mucosa del colon de mamíferos. Este 

microorganismo es un competidor altamente exitoso de dicha región intestinal y 

representa el anaerobio facultativo más abundante de la microbiota humana [3].  

Sin embargo, a lo largo de la evolución, algunas cepas de E. coli han 

adquirido factores específicos de virulencia que les confieren una mayor 

capacidad para adaptarse a nuevos ambientes y provocar un amplio espectro 

de enfermedades. Estos atributos de virulencia frecuentemente están 

codificados en elementos genéticos que pueden ser movilizados a diferentes 

cepas (revisado en [4]).  

Sólo las combinaciones más exitosas de factores de virulencia han persistido 

y dado lugar a los denominados “patotipos” de E. coli, capaces de provocar 

enfermedades en individuos sanos [5]. Las infecciones generadas por los 

diferentes patotipos de E. coli pueden desencadenar tres síndromes clínicos 

generales: i) infecciones del tracto urinario, ii) sepsis/meningitis y iii) 

padecimientos entéricos/diarreicos [1,6]. 

Entre las cepas de E. coli enteropatógenas se han descrito seis patotipos de 

acuerdo con sus factores de virulencia, patrones de adherencia celular e 

histopatología: E. coli enteropatógena (EPEC), E. coli enterohemorrágica 

(EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. 

coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli difusamente adherente (DAEC) revisado en 

[1,5-7]. 

 



Escherichia coli enteropatógena 
 

E. coli enteropatógena (EPEC por sus siglas en inglés) fue el primer patotipo 

en ser descrito en el año de 1945, durante un importante brote de diarrea 

infantil en el Reino Unido [8]. Actualmente la infección por EPEC es una de las 

causas más comunes de diarrea infantil en países en vías de desarrollo [5]. 

Diferentes estudios realizados en México y Brasil (entre otros países), indican 

que alrededor del 40% de los casos de diarrea infantil se deben a la infección 

por EPEC y se estima que provoca la muerte de miles de niños por año [1,2,9].  

La infección ocasionada por EPEC desencadena diarrea de tipo acuoso que 

puede ocurrir en diversos grados de intensidad y es común que los niños 

infectados además presenten vómito y fiebre [10,11]. 

EPEC es un patógeno extracelular que induce una alteración histopatológica 

característica denominada “lesión A/E” (adherencia y esfacelamiento), la cual 

puede observarse en biopsias de pacientes o animales infectados y puede 

reproducirse en cultivos celulares [1,12,13]. Este destacado fenotipo A/E se 

caracteriza por la eliminación de las microvellosidades y la adherencia íntima 

de la bacteria a la membrana de la célula epitelial. A su vez, bajo el sitio de 

adhesión de la bacteria, se observan marcados cambios del citoesqueleto del 

enterocito, que incluyen principalmente la acumulación de actina polimerizada, 

originándose una estructura tipo “pedestal” que puede extenderse hasta 10 µm 

fuera de la célula epitelial [14].  

Las bacterias E. coli enterohemorrágica (EHEC), causante de diarrea, colitis 

hemorrágica y síndrome urémico hemolítico en humanos, y Citrobacter 

rodentium, causante de hiperplasia colónica murina en ratones, también 

pertenecen a la familia de patógenos capaces de inducir la lesión A/E [5].  

 
Modelo de infección por EPEC 
 

Para fines prácticos el modelo de patogénesis de EPEC se divide en tres 

etapas: i) adherencia inicial, ii) transducción de señales, y iii) adherencia íntima 

[2,15,16]. 



La adherencia inicial a las células enterocíticas es un proceso fundamental 

en la patogénesis de EPEC; una fimbria o pili tipo IV, denominado BFP (del 

inglés bundle-forming pilus), está directamente involucrado en dicho proceso. 

La biogénesis del pili BFP requiere 14 genes codificados en el plásmido de 

virulencia EAF (del inglés EPEC adherence factor) [17-19]. El pili BFP permite 

que las bacterias se agrupen entre ellas y formen microcolonias, de esta 

manera se promueve el patrón de adherencia localizada (A/L) típico de EPEC 

[18] (figura 1A).  

Además del pili BFP otros factores como el flagelo, la adhesina intimina y el 

filamento EspA se han referido durante la etapa de adherencia inicial de EPEC 

[20,21]. A su vez, durante esta primer etapa también ocurre la eliminación de 

las microvellosidades de los enterocitos. 

Transducción de señales. Después de que EPEC se adhiere al enterocito, 

inyecta o transloca a la célula una serie de proteínas denominadas “efectores” 

mediante un sistema de secreción tipo III (SST3). Estos efectores de virulencia 

alteran diferentes vías de señalización del hospedero, afectan la integridad de 

las uniones estrechas lo que reduce la resistencia transepitelial celular, 

degradan la red de microtúbulos, modulan la estructura del citoesqueleto de 

actina, inducen la formación de filopodios y alteran la función mitocondrial [22-

28] (ver el apéndice 1). 

Un efector crucial en la patogénesis de EPEC es la proteína Tir (del inglés 

translocated intimin receptor), pues se ha demostrado que Tir es el único 

efector indispensable para colonizar el intestino e inducir la lesión A/E [29,30]. 

Después de que Tir es inyectado vía SST3, se inserta en la membrana 

plasmática del enterocito donde adopta una topología de asa en la que los 

extremos N- y C-terminal se mantienen citosólicos [31], mientras que su región 

central permanece extracelular y actúa como un receptor para una adhesina de 

membrana externa de EPEC, llamada intimina [32]. Este es el único ejemplo (el 

de los patógenos A/E), en el que la bacteria transloca su propio receptor para 

unirse a las células eucariontes. 

Adherencia íntima. Una vez que ocurre la interacción entre Tir y la intimina 

de la superficie bacteriana, EPEC resulta firmemente adherida al enterocito. 

Además de su papel como receptor, Tir tiene funciones importantes de 



señalización durante la nucleación de actina al ser fosforilado en la tirosina 474 

por al menos dos cinasas del hospedero, Fyn y Abl. 

 La forma fosforilada de Tir genera un sitio de reclutamiento para las 

proteínas adaptadoras NcK1 y Nck2 (llamadas conjuntamente Nck). El dominio 

SH3 de Nck recluta y activa a la proteína N-WASP lo que conlleva a la 

subsiguiente activación del complejo remodelador de actina, Arp2/3,  y a la 

acumulación de filamentos de actina por debajo del sitio de adhesión de la 

bacteria, dando lugar a la formación del pedestal característico de la lesión A/E 

[33,34] (figura 1B). Otras proteínas del citoesqueleto como vinculina, cortactina, 

talina y α-actinina también son reclutadas al pedestal [16]. 

 

Figura 1. Imágenes de microscopía electrónica de barrido (A) Patrón de adherencia localizada 

(A/L) en células HT-29 infectadas durante 3 h con EPEC WT (E2348/69), las flechas indican la 

formación de pedestales. Barra 2 µm. (B) Lesión de adherencia y esfacelamiento (A/E) en 

células epiteliales (HeLa) en cultivo, EPEC se ubica sobre el pedestal. Tomadas de [35] y [36] 

respectivamente . 

 

A pesar de los avances conseguidos en el entendimiento de los mecanismos 

moleculares que inducen la lesión A/E y la formación de los pedestales de 

actina, todavía no se ha esclarecido el mecanismo global que genera la diarrea 

producida por EPEC. 

 
 
 
 



Locus de esfacelamiento enterocítico de EPEC 
 

Todos los genes necesarios para inducir la lesión A/E en EPEC están 

codificados en una región cromosmal llamada “locus de esfacelamiento 

enterocítico” (LEE) que es una isla de patogenicidad de 35.6 kb que contiene 

41 marcos de lectura abiertos, agrupados principalmente en 5 operones 

policistrónicos (LEE1 a LEE5) [37,38] (figura 2).  

En el LEE se codifican los componentes que forman el SST3, reguladores 

transcripcionales, proteínas efectoras (que son translocadas a las células 

hospederas), las proteínas involucradas en la adherencia íntima, chaperonas y 

algunas otras proteínas cuya función aun se desconoce [37].  

Los operones LEE1, LEE2 y LEE3 contienen principalmente los genes que 

codifican los componentes estructurales del SST3, el LEE4 codifica las 

proteínas translocadoras (ver más adelante) y el LEE5 codifica los genes 

involucrados en la adherencia íntima (figura 2). 

En cuanto a la regulación transcripcional de la isla LEE la proteína H-NS 

tiene un papel crucial, ésta regula de manera negativa los operones LEE1-

LEE3 y LEE5 [39], mientras que el producto del primer gen del operón LEE1, 

Ler (del inglés LEE encoded regulator), actúa como un desrepresor (desplaza a 

H-NS) y promueve la transcripción de los operones LEE2-LEE5. El operón 

bicistrónico grlRA codifica para las proteínas GrlA y GrlR (del inglés global 

regulator of LEE Activator y Repressor respectivamente). GrlA se requiere para 

la transcripción de ler mientras que el mecanismo de represión mediado por 

GrlR aun se desconoce [40-42]. 

Los genes presentes en la isla LEE de EPEC son suficientes para inducir la 

lesión A/E, ya que si se transfieren a una cepa comensal de E. coli, ésta es 

capaz de generar dicho fenotipo [43]. Homólogos del LEE también están 

presentes en las bacterias EHEC y C. rodentium de la familia de patógenos 

A/E. 

Además, cabe mencionar que en los diferentes patógenos A/E se han 

identificado múltiples efectores codificados fuera de la isla LEE denominados 

Nle's (del inglés non-LEE-encoded effectors) localizados en distintas islas de 

patogenicidad a lo largo del cromosoma [15,44]. 

 



 
Figura 2. Organización de los genes de la isla de patogenicidad LEE en EPEC, modificado de 

[44]. 

 

 



Sistemas de secreción tipo III (SST3) 
 

Los SST3 o inyectisomas se encuentran ampliamente distribuidos en 

bacterias Gram-negativas y son esenciales en la virulencia de patógenos tanto 

de animales (Escherichia, Yersinia, Shigella, Salmonella, entre otros) como de 

plantas (Erwinia, Xanthomonas, Pseudomonas, entre otros). Estos complejos 

de secreción se caracterizan por actuar como jeringas moleculares que 

permiten la “translocación” de proteínas bacterianas, nombradas efectores, al 

citoplasma de células eucariontes (sin intermediarios periplásmicos) donde 

afectan diversas vías de señalización (revisado en [45,46]). Cabe señalar que 

los inyectisomas no sólo participan en patogenicidad bacteriana sino también 

en  diversas asociaciones simbióticas [47]. 
Adicionalmente, un SST3 participa en la biogénesis del flagelo, aparato 

locomotor bacteriano cuya rotación es energizada por el gradiente 

electroquímico membranal [48]. Ambos, inyectisoma y flagelo, comparten un 

grupo de ocho proteínas altamente conservadas por lo que se propone están 

relacionados evolutivamente y comparten un ancestro común [49]. 

El inyectisoma y el flagelo también son semejantes en su estructura; se 

componen por un cuerpo basal cilíndrico, que contiene un par de anillos 

embebidos en la membrana interna (MI) y un anillo en la membrana externa 

(ME) bacteriana, unidos por un eje periplásmico. Además de un apéndice 

extracelular denominado aguja o pilus Hrp en el caso de inyectisomas de 

patógenos de animales y plantas respectivamente; y gancho-filamento en el 

flagelo [50,51] (figura 3).  

Además, asociadas a la aguja o pilus Hrp en todos los inyectisomas, existe 

un grupo de proteínas denominadas translocadoras, que son capaces de 

establecer una conexión física entre la punta del apéndice y la membrana 

plasmática del hospedero formando un poro en esta última, necesario para la 

translocación de los efectores al interior de la célula [46]. 

Las subunidades que componen los SST3 son transportadas a través de un 

canal central continuo, con un diámetro de 2-3 nm, formado a lo largo de la 

estructura naciente [52]. Las dimensiones de dicho canal restringen el paso de 

las proteínas completamente plegadas, lo que sugiere que éstas necesitan ser 

transportadas de forma desplegada o parcialmente plegada [53].  



La secreción tipo III ocurre de una manera ordenada o jerárquica, es decir, 

existen diferentes categorías de sustratos tipo III de acuerdo con la parte del 

sistema que formen y por lo tanto la secreción de los mismos es diferencial de 

acuerdo con la etapa de ensamblaje en la que se encuentre el sistema (flagelo 

o inyectisoma) [54,55]. Dicho orden es dictado en parte por un cambio del 

aparato de exportación en la especificidad por los sustratos del eje/gancho 

hacia las subunidades del filamento en el flagelo; o de las subunidades de la 

aguja hacia los translocadores y efectores en el inyectisoma [56,57] (ver más 

adelante) (figura 3). 

 Figura 3. Diagramas esquemáticos del flagelo (izquierda) y el inyectisoma (derecha) de 

Salmonella enterica serovar typhimurium, en rojo se nombra a la ATPasa asociada a cada 

sistema. Modificada de [58]. 

   

Además, ya que los sustratos proteicos que se secretan vía SST3 (la 

mayoría de los componentes estructurales y las proteínas translocadoras y 

efectoras), carecen de una secuencia señal identificable, se conoce poco 

acerca de cómo éstos son reconocidos y categorizados para poder secretarse 

de manera diferencial.   

Diferentes estudios confirman que la señal de secreción se localiza en el 

extremo amino terminal de los sustratos (en los primeros ~20 residuos) y se 

propone que un carácter anfipático o motivo estructural no ordenado en dicha 

región es lo que reconoce el aparato secretor tipo III [54,59-61].  



A su vez, se ha identificado un grupo de proteínas chaperonas específicas 

que están asociadas en el citoplasma bacteriano a la mayoría de los sustratos 

proteicos tipo III, y que previenen su degradación y los estabilizan, además de 

asistirlos en el direccionamiento hacia el aparato secretor y conferirles 

especificidad por su respectivo SST3 [54,62-65].  

Las proteínas chaperonas se caracterizan por ser pequeñas (< 170 aa), 

generalmente ácidas (pI < 5.5) y de estructura helicoidal [63,66]. La asociación 

de estas proteínas con sus sustratos resulta en la formación de los 

denominados complejos: chaperona-translocador y chaperona-efector en el 

caso del inyectisoma; y chaperona-sustrato en el caso del flagelo.  

 

Aparato de exportación tipo III 
 

La mayoría de las proteínas homólogas presentes en todos los SST3 (tabla 

1) se ubican en la parte basal del sistema y son proteínas integrales o 

asociadas a la MI; que constituyen lo que en el flagelo se nombró como aparato 

de exportación, ya que son indispensables para la secreción de todos los 

sustratos [67].  

Tabla 1. Componentes conservados en los SST3, las proteínas marcadas en negritas 
adicionalmente comparten similitud a nivel de estructura primaria en los diferentes SST3. 

Proteína del inyectisoma 
funcionalmente relacionada Proteína 

flagelar Estructura/función 
Escherichia Yersinia Salmonella

FlhA Aparato de exportación/ entrada al 
canal secretor EscV Yscv InvA 

FlhB 
Aparato de exportación/ entrada al 
canal secretor y switch de secreción de 
sustratos 

EscU YscU SpaS 

FliP Aparato de exportación / ? EscR YscR SpaP 
FliQ Aparato de exportación / ? EscS YscS SpaQ 
FliR Aparato de exportación / ? EscT YscT SpaR 
FliO Aparato de exportación / ?    
FliI Aparato de exportación / ATPasa EscN YscN InvC 

FliH Aparato de exportación / regulador de 
la ATPasa EscL YscL OrgB 

FliJ Aparato de exportación / chaperona 
general ?  Orf15? YscO InvI 

FliF Anillo MS/ localiza el aparato de 
exportación EscJ YscJ PrgK 

FliN 
Anillo C/ determina el sentido de 
rotación flagelar, localiza el complejo 
ATPasa-regulador 

EscQ YscQ SpaO 

 



A pesar de que se conoce muy poco acerca de la función, ubicación precisa 

y estequiometría de la mayoría de estas proteínas, se piensa que  se localizan 

al interior del anillo ubicado en la MI, con una proyección citosólica que 

compone la entrada al canal secretor y que participan en el reconocimiento de 

las proteínas que serán secretadas [48,51,68,69] (figura 3). Con excepción de 

la proteína FliO, el resto de los componentes membranales del aparato de 

exportación flagelar tienen sus ortólogos en el inyectisoma (tabla 1).  

Las proteínas membranales del aparato de exportación más estudiadas son 

las de la familia FlhA/YscV y FlhB/YscU (tabla 1), ambas tienen un dominio 

amino hidrofóbico en el que se predicen 8 y 4 cruces transmembranales 

respectivamente y un dominio carboxilo soluble [50].  

El dominio soluble de FlhA tiene una masa molecular de 38 kDa y se piensa 

que representa una plataforma de reconocimiento para las proteínas que serán 

secretadas [70]. Se sabe que FlhA interactúa con  la proteína FliF del anillo MS 

[71], y con diferentes componentes del aparato de exportación [70,72-74].  

Por otra parte, las proteínas de la familia FlhB/YscU participan en el cambio 

de la especificidad de secreción de sustratos. Esto lo realizan a través de la 

autoproteólisis de su dominio citosólico (de 23 kDa) y de la interacción con una 

proteína involucrada en determinar la longitud del gancho en el flagelo (FliK) y 

de la aguja en el inyectisoma (YscP) [75-78].  

El mecanismo mediante el cual la interacción entre estas proteínas regula el 

orden de secreción de sustratos es poco entendido; sin embargo, se sugiere 

que FlhB/YscU mediante un cambio conformacional evita la secreción de una 

clase de sustratos y promueve la secreción de una clase distinta [76,79]. 

Mutaciones en el sitio de autoproteólisis de FlhB evitan el cambio en la 

especificidad por los sustratos denominados tardíos (que forman el filamento) 

[78], mientras que mutaciones equivalentes en YscU evitan la secreción de las 

proteínas translocadoras [76]. 

 

Componentes solubles y periféricos del aparato de exportación 
 

Otros dos componentes del aparato de exportación, que se pueden 

encontrar tanto en el citosol como asociados de forma periférica a la MI, son la 

ATPasa del SST3, cuya oligomerización y actividad hidrolítica se requiere para 



la biogénesis eficiente del sistema y la secreción de efectores a través de éste 

[80,81], y la proteína reguladora de la ATPasa [82] (tabla 1). Ambas proteínas 

forman un complejo muy estable, que ha sido estudiado principalmente en el 

flagelo, en donde se compone por las proteínas FliI-FliH (ATPasa-regulador) 

[82-84].  

Se piensa que la formación de dicho complejo evita la oligomerización de la 

ATPasa ya que in vitro FliH inhibe la actividad enzimática de FliI, por lo que se 

propone que de este modo se previene el consumo de ATP hasta que el 

aparato de exportación flagelar esté capacitado para acoplar la energía de 

hidrólisis con la secreción de los sustratos [82,85]. Recientemente se describió  

que la interacción de las proteínas ortólogas y el mecanismo de regulación de 

la ATPasa se encuentra conservado también en el inyectisoma [86]. 

Sin embargo, es probable que in vivo la proteína reguladora desempeñe un 

papel adicional al de la inhibición de la ATPasa pues dicha actividad se 

requiere para la exportación proteica y, aunque a la fecha se desconoce, se 

piensa que el complejo FliH-FliI se mantiene a lo largo del proceso de 

secreción [58]. 

De acuerdo con lo anterior, debido a que una cepa mutante en fliH, mantiene 

el nado, aunque a niveles muy bajos en relación con una cepa silvestre, y éste 

puede ser incrementado sustancialmente al sobreproducir a la ATPasa o 

mediante otras mutaciones en los genes flhA o flhB [87]; y además ya que FliH 

sola o en complejo con la ATPasa interactúa con la proteína del anillo 

citosólico, FliN [88,89]; se cree que la formación del complejo ATPasa-

regulador también es un mecanismo que facilita o incrementa el reclutamiento 

de la ATPasa a la base del sistema.  La interacción de las proteínas ortólogas 

de FliH y FliN también se presenta en el inyectisoma [90-92]. 

Adicionalmente, las proteínas FliI y FliH interaccionan con las regiones 

citoplásmicas de las proteínas FlhA y FlhB [72], éstas ultimas probablemente 

representan la entrada al canal de secreción, por lo que se propone que el 

complejo ATPasa-regulador asiste en la liberación de los sustratos tipo III al 

canal secretor [58].  

El componente restante del aparato de exportación flagelar es la proteína 

FliJ (tabla 1), ésta es esencial para la secreción tipo III y presenta 

características de una chaperona [93]. También se sabe que FliJ interactúa con 



la ATPasa, y que su región C-terminal participa en la interacción con la proteína 

reguladora, FliH; mientras que su región central interactúa con la región 

citosólica de la proteína FlhA [72,74] sin embargo, su función y la de sus 

contrapartes en el inyectisoma todavía resulta poco entendida en ambos SST3.    

Recientemente se propuso una función de la proteína FliJ en la exportación 

de las subunidades tardías del flagelo, en dicho modelo FliJ, asociada a la base 

del aparato de exportación, puede unir y reciclar las proteínas chaperonas de 

las subunidades de acople del gancho y el filamento, FlgK y FlgL (denominadas 

HAP´s) las cuales deben secretarse y ensamblarse antes del gran número de 

subunidades de flagelina (figura 3). De este modo FliJ favorece la formación de 

la estructura de acoplamiento entre el gancho y el filamento [94].  

De acuerdo con lo anterior, se demostró que las proteínas InvI e YscO, 

ortólogas de FliJ en los inyectisomas de Salmonella y Yersinia respectivamente 

(tabla 1), interactúan con las chaperonas de las proteínas translocadoras, 

necesarias para la subsiguiente exportación de efectoras al citoplasma 

eucarionte; y no reconocen a las chaperonas de las proteínas efectoras [95]. 

Estos resultados sugieren que las proteínas de la familia FliJ/YscO facilitan la 

secreción de una determinada clase de sustratos; sin embargo, con este 

modelo no es posible explicar la pérdida en la secreción de los sustratos 

tempranos en ausencia de estas proteínas [96,97] lo que indica que muy 

probablemente éstas tengan un papel adicional en la secreción tipo III. 

Finalmente, a pesar del gran avance obtenido en años recientes en el 

estudio de las proteínas que componen el aparato de exportación, el 

entendimiento actual de la compleja y dinámica red de interacciones que 

permiten la secreción vía SST3 aun es escaso. Adicionalmente, es probable 

que varias de estas proteínas realicen más de una función.   

 

Secreción tipo III y ATPasas asociadas a los SST3 
 

El estudio de las ATPasas y la bioenergética de los SST3 ha tenido un gran 

auge en los últimos años. Durante el desarrollo de este proyecto se publicaron 

las primeras evidencias que esclarecen la función de estas ATPasas, el posible 

mecanismo de acoplamiento de la energía de hidrólisis de ATP y el proceso de 

secreción, así como el papel de la fuerza protón motriz (FPM) en la secreción 



tipo III [98-101]. Además, se obtuvieron las primeras estructuras cristalográficas 

de proteínas pertenecientes a esta familia de ATPasas [102,103]. 

La ATPasa es uno de los componentes más conservados en todos los 

SST3, presenta similitud de secuencia con el dominio central de las 

subunidades α y β del sector F1 de la F0F1-ATPasa.  A nivel de su estructura 

atómica, estas ATPasas también muestran una destacada similitud con las 

subunidades α y β a lo largo de las moléculas completas [102,103] (figura 4).  

 
Figura 4. Alineamiento estructural de la ATPasa de SST3 y la subunidad β de F0F1-ATPasa, 

(A) EscN∆1-102 V393P (ATPasa del inyectisoma de EPEC) en azul y subunidad β en rojo, 

tomada de [103] y (B) FliI∆1-18 (ATPasa flagelar) en azul y subunidad β en magenta, tomada 

de [58].  

 

Asimismo, la unión de nucleótidos al asa-P (P-loop) en las ATPasas de los 

SST3, es semejante a la que se observa en las subunidades α y β, lo que 

sugiere que el mecanismo catalítico es similar en ambas familias de ATPasas 

[102,103].  

Actualmente se sabe que las ATPasas de los SST3 se asocian 

periféricamente a la membrana plasmática por medio de su extremo amino 

terminal [104,105] y que participan en múltiples interacciones proteína-proteína, 

como las que tienen lugar con los diferentes componentes del aparato de 

exportación (antes descritas) [54,61,72,82,92,98,99,106-109].   



La activación de estas ATPasas está asociada con su oligomerización,  

probablemente con la formación de homohexámeros que asemejan al 

compuesto por las subunidades α/β de F1 [80,81,105]. Sin embargo, también se 

ha propuesto un ensamblaje dodecamérico compuesto por dos anillos 

hexaméricos asociados a través de los extremos C-terminales de las 

subunidades [110,111]. 

La estructura cuaternaria de estas ATPasas se modeló usando como 

templado las coordenadas atómicas del heterohexámero α3β3 del sector F1. Los 

modelos revelaron que la estructura de las interfases entre subunidades y el 

canal central electronegativo del anillo están conservados, mientras que las 

regiones que difieren entre las ATPasas del SST3 y las subunidades α/β de F1 

se localizan en la superficie externa del hexámero [102,103] (figura 5).   

Se especula que un canal interno altamente cargado, como el observado 

para el homohexámero de estas ATPasas, podría potencialmente facilitar la 

rápida difusión de polipéptidos desplegados con regiones hidrofóbicas 

expuestas mediante fuerzas repulsivas [112] y que el poro de la ATPasa puede 

acoplarse con el canal secretor proveyendo un conducto continuo para las 

proteínas a secretarse [103]. 

En cuanto al mecanismo de acción de estas enzimas, recientemente se 

describió en el flagelo, que la ATPasa es el componente del aparato secretor 

que reconoce a los complejos chaperona-sustrato, y se ha demostrado que 

éstos convergen en el aparato de exportación de manera dependiente de la 

ATPasa FliI, pero independientemente de su actividad hidrólitica [54,99]. 

Asimismo, se observó para InvC (ATPasa del inyectisoma de Salmonella), que 

el extremo C-terminal participa en el reconocimiento de los complejos 

chaperona-efector, y que dicha interacción tampoco requiere de la actividad 

hidrolítica [98]. 

Posterior a la etapa de reconocimiento de los complejos por la ATPasa, se 

reportó que, de manera dependiente de la hidrólisis de ATP, esta enzima se 

encarga de disociar a la chaperona del complejo chaperona-efector, y de 

desplegar parcialmente al efector para que pueda ser conducido a través del 

canal  de  secreción,  cuyo diámetro es de sólo 2 nm [98,109]. Este mecanismo  



 
Figura 5. Modelo del homohexámero de la ATPasa de SST3. (A y B) Vista superior del 

hexámero de EscN∆1-102 V393P, en (A) cada subunidad señalada en diferente color y la 

molécula de ATP marcada en naranja en (B) representación electrostática que denota el poro 

central electronegativo (en rojo las cargas negativas y en azul las positivas), las flechas 

señalan los sitios de unión de nucleótido. Ambas imágenes tomadas de [103]; (C) Vista lateral 

del hexámero de FliI∆1-18; y (D) vista de las interfaces en dos subunidades opuestas en el 

modelo del hexámero de FliI∆1-18, se destacan las áreas de superficies de contacto entre 

subunidades adyacentes. Los residuos conservados con las subunidades α, β, y ambas se 

señalan en color amarillo, azul y verde respectivamente. (D y C) Tomadas de [113] .   

 

asemeja el descrito en la familia de ATPasas AAA+ (ATPasas asociadas a 

múltiples actividades celulares), enzimas que acoplan la hidrólisis de ATP con 

movimientos mecánicos que les permiten desplegar diferentes proteínas [114].   

Una vez que el efector es incorporado al aparato secretor, las chaperonas se 

mantienen en el citosol bacteriano. Se piensa que los sustratos tipo III, 

conforme son parcialmente desplegados, son también internalizados al poro 



central del homohexámero de la ATPasa y posteriormente liberados en la 

entrada del canal secretor [100,102]. 

Dado que mutantes nulas en el gen que codifica para estas ATPasas o 

incluso mutaciones puntuales que abaten su actividad hidrolítica, evitan la 

secreción tipo III, se consideró que la ATPasa aportaba la energía para el 

proceso de internalización de las proteínas al canal de secreción y su 

direccionamiento a través del mismo hasta el medio extracelular [115,116]. No 

obstante, recientemente se demostró que el flagelo, aunque a una frecuencia 

muy baja, puede ensamblarse aún en ausencia de las proteínas FliI y FliH 

(ATPasa y regulador), lo que indica que la ATPasa flagelar no es 

absolutamente esencial para el proceso de secreción [100,101]. 

En este sentido, se ha demostrado que la secreción vía SST3 se inhibe por 

el tratamiento con desacoplantes, por lo que se sugiere que estos sistemas son 

energizados principalmente por la fuerza protón motriz y que la ATPasa sólo 

participa en la etapa inicial del proceso de exportación disociando los 

complejos chaperona-sustrato y facilitando la incorporación de los sustratos al 

canal secretor [100,101,117,118]. Es probable que movimientos Brownianos 

unidimensionales participen en el sucesivo desplegamiento y la rápida 

conducción de los polipéptidos desplegados a través del canal central del SST3 

[58]. 

Sin embargo, en el caso del inyectisoma, no existen evidencias de que la 

secreción pueda ocurrir en ausencia de la ATPasa, incluso en un fondo 

genético doble mutante de los genes hrcN y hrcL (correspondientes a la 

ATPasa y su reguladora) [109].   

 

El SST3 de EPEC  
 

Como se mencionó previamente, la patogénesis de EPEC se encuentra 

estrechamente relacionada con un SST3 o inyectisoma codificado en la isla de 

patogenicidad LEE [119]. 

El inyectisoma de EPEC ha sido purificado y caracterizado mediante 

microscopía electrónica de transmisión [120,121], siendo su arquitectura 

general semejante a la reportada para otros inyectisomas [52,122,123]. Estos 

sistemas, también llamados complejos aguja, se componen por dos regiones; 



(i) un cuerpo basal cilíndrico (semejante al cuerpo basal flagelar) y (ii) una 

aguja que extrude a partir de la ME bacteriana [46] (figura 3). 

El cuerpo basal les permite a estos sistemas atravesar ambas membranas 

bacterianas así como el espacio periplásmico, se compone por un anillo 

ubicado en la ME, un anillo en la MI además de un eje central que conecta 

ambos anillos originando un canal continuo [122]. En EPEC la proteína EscC 

(perteneciente a la familia de las secretinas) forma el anillo en la ME [124], y la 

lipoproteína EscJ forma un anillo asociado a la MI con una proyección 

periplásmica; este anillo puede representar el sitio de anclaje de las proteínas 

membranales del aparato de exportación, EscR, EscS, EscT, EscU y EscV 

[125] (figura 6A).  

Adicionalmente, la proteína EscD (esencial para la secreción tipo III) se 

asocia a la MI sin embargo se desconoce si se ensambla como otro anillo 

[121,126]. En el inyectisoma de Chlamydophila pneumoniae se ha demostrado 

que la proteína CdsD (proteína ortóloga de EscD) interactúa con CdsQ, 

proteína de la familia YscQ [92]. Al parecer las proteínas de la familia YscQ 

forman un anillo citosólico asociado periféricamente a la MI, que recluta al 

complejo ATPasa-reguladora [92,127]. En EPEC, la proteína EscQ es el 

componente correspondiente que ensamblaría dicho anillo y localizaría al 

complejo EscN-EscL en la base del sistema [128] (figura 6A).  

Por otro parte, es probable que la proteína EscI conforme el eje periplásmico 

que comunica los anillos de MI y ME, de manera similar a su ortólogo YscI en 

Yersinia [129]. 

En cuanto a la porción extracelular del inyectisoma, la proteína EscF 

polimeriza para dar lugar a la aguja, estructura rígida y hueca de una longitud 

aproximada de 50 nm [130]. Una característica específica del SST3 de EPEC, y 

del resto de los patógenos A/E, es la polimerización de la proteína 

translocadora EspA, en la punta o región distal de la aguja [131]. EspA forma 

un filamento que se extiende como un puente físico, de hasta 800 nm, que 

posibilita el contacto entre la bacteria y la membrana de la célula [132] (figura 

6). Se piensa que hasta que EPEC hace contacto con la célula hospedera las 

proteínas translocadoras EspB y EspD son secretadas a través del sistema, 

ambas proteínas se ubican en la punta del filamento EspA y se insertan en la 

membrana plasmática del hospedero para formar un poro que permitirá la 



translocación de las proteínas efectoras al citoplasma de la célula eucarionte 

[133,134] (figura 6A). 

 
Figura 6. (A) Esquema del inyectisoma de EPEC. (B) Imagen de microscopía electrónica de 

barrido de EPEC infectando células HEL, las flechas señalan el filamento EspA. Barra 0.25 µm, 

tomada de [135]. (C) Imagen de microscopía electrónica de transmisión del inyectisoma de 

EPEC purificado, el filamento EspA fue marcado con anticuerpos anti-EspA acoplados a 

partículas de oro, la flecha señala la aguja. Barra 0.1 µm, tomada de [120]. 

 

Otras dos proteínas del SST3 de EPEC son las proteínas SepD y SepL, que 

actúan regulando el cambio en la especificidad de sustratos. Mutantes en los 

genes sepD y sepL incrementan la secreción de efectores y abaten la 

exportación de las proteínas translocadoras [40,136]; sin embargo, el 

mecanismo mediante el cual estas proteínas operan aún es poco entendido. Se 

sabe que SepD y SepL interactúan entre sí y se propone que SepL evita la 

salida de proteínas efectoras al secuestrar a Tir (primer efector en secretarse) 



hasta el momento en que se detecte la señal que permite la secreción de los 

efectores [137-139] .  

Cabe mencionar que los componentes estructurales del SST3 de los 

patógenos A/E adicionalmente podrían incluir uno o más de los marcos de 

lectura abiertos codificados en LEE cuya función se desconoce y que resultan 

esenciales para la secreción tipo III [40]. 

 

La ATPasa EscN del SST3 de EPEC 
 

La identificación de la proteína EscN como la ATPasa asociada al SST3 de 

EPEC y el resto de patógenos A/E, se realizó con base en la similitud de 

secuencias con otras ATPasas del SST3 y las subunidades α/β de la F0F1-

ATPasa [128]. Adicionalmente se observó que una cepa mutante del gen escN 

evita la secreción vía SST3 [124]; sin embargo la actividad enzimática no se 

había demostrado experimentalmente. 

Por otra parte, el análisis de los marcos de lectura abiertos de la isla LEE de 

EPEC nos permitió sugerir que el producto del gen orf5 pudiera corresponder a 

la proteína reguladora de la ATPasa en EPEC, posteriormente un análisis 

bioinformático de la isla LEE de EHEC llegó a la misma hipótesis renombrando 

al orf5 como escL [128].  

Con base en estos antecedentes, en este trabajo nos planteamos confirmar 

ambas hipótesis y desarrollar una caracterización detallada de la actividad de 

ATPasa de EscN, así como estudiar la oligomerización de la enzima.  

Asimismo, considerando algunos resultados publicados recientemente para 

otras ATPasas del SST3 [54,61,98,103] y a través de alineamientos múltiples 

de diferentes enzimas pertenecientes a esta familia de proteínas, se llevó a 

cabo un análisis mutacional del extremo C-terminal de EscN con el propósito 

de conocer la función de este dominio y evaluar su posible papel en la 

interacción con los diferentes sustratos que son secretados, con el objetivo de 

obtener un mejor entendimiento del proceso de reconocimiento y selectividad 

de las proteínas exportadas vía SST3.  

 

 



JUSTIFICACIÓN 
 

A pesar del conocimiento acumulado y la gran importancia de la ATPasa 

asociada a los SST3 en el proceso de transporte de proteínas, su papel 

específico apenas comienza a dilucidarse. Aún resulta poco entendido el 

mecanismo de acción de esta enzima, el proceso de reconocimiento selectivo 

de las proteínas que serán exportadas, así como el de acoplamiento entre la 

energía química derivada de la hidrólisis de ATP y el proceso de secreción. Sin 

embargo, estos eventos son fundamentales para el funcionamiento del SST3 y 

por lo tanto para la patogénesis de EPEC y la de diversos patógenos 

bacterianos.  

Otro aspecto poco entendido de los SST3 es el papel de la proteína 

reguladora de la ATPasa en el proceso de secreción, para comenzar abordar el 

estudio de dicha proteína en EPEC se decidió corroborar experimentalmente 

que la proteína codificada por el orf5 puede interactuar e inhibir la actividad de 

la ATPasa EscN.  

Y por otra parte el dominio C-terminal de la ATPasa asociada al SST3 es el 

menos caracterizado sin embargo éste se considera fundamental para el 

proceso de reconocimiento de las proteínas a secretarse por lo que se decidió 

caracterizar dicho dominio por medio de la generación de mutaciones 

puntuales. 

Consideramos, que el entendimiento detallado del funcionamiento de la 

proteína EscN podrá contribuir a una mejor comprensión del mecanismo 

mediante el que EPEC origina el cuadro clínico; además de que los resultados 

que se obtengan pueden ser aplicables a los SST3 de diferentes 

microorganismos. Se espera que a largo plazo, el conocimiento acumulado del 

estudio de estos sistemas, conlleve al desarrollo de fármacos que prevengan y 

eviten la patogénesis de diversas bacterias.     

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

HIPÓTESIS 
 
La proteína EscN del SST3 de EPEC es la ATPasa asociada al mismo y la 

proteína EscL actúa como la proteína reguladora de la actividad hidrolítica de 

EscN. 

Los residuos conservados del extremo C-terminal de EscN no participan en 

la catálisis de la enzima, sin embargo, son importantes para la función de la 

ATPasa y muy probablemente están involucrados en el reconocimiento de los 

complejos chaperona-translocador/efector. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

OBJETIVO 
 

Realizar una caracterización enzimática de la proteína EscN del SST3 de 

EPEC y un estudio molecular de su dominio C-terminal, además de determinar 

que la proteína EscL es la reguladora de la ATPasa del SST3 de EPEC.  

 
 
 
 
 
 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 
Demostrar que la proteína EscN es una ATPasa y caracterizar su actividad 

enzimática. 

Evaluar el estado oligomérico de la proteína EscN.  

Determinar si la proteína EscL (Orf5) interactúa con EscN y si regula 

negativamente la actividad catalítica. 

Aislar y caracterizar mutantes del C-terminal de EscN con pérdida de función 

de secreción. 

Evaluar la interacción de las mutantes del C-terminal de EscN con diferentes 

proteínas del SST3 de EPEC. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

























RESULTADOS 
 

PARTE I. CARACTERIZACIÓN CINÉTICA Y OLIGOMERIZACIÓN DE EscN 
 

Amplificación y clonación de escN  
 

Como se mencionó previamente, debido a la alta similitud de secuencia 

primaria entre las ATPasas de los SST3, se propuso que el producto del gen 

escN es la ATPasa asociada al inyectisoma de EPEC. Para confirmar esta 

hipótesis se diseñaron oligonucleótidos para amplificar el gen escN a partir de 

la isla de patogenicidad LEE. Debido a que el locus LEE de EPEC E2348/69  

se encuentra totalmente secuenciado [119], se utilizó dicha información en el 

diseño de los oligonucleótidos para los diferentes genes de interés. Más 

recientemente también se encuentra disponible la secuencia completa del 

cromosoma de EPEC [148].  

El gen escN se amplificó mediante PCR utilizando como templado DNA 

cromosomal purificado de la cepa de EPEC silvestre E2348/69 y utilizando los 

oligonucleótidos escNFw y escNRv. El producto de la reacción se visualizó 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (figura 7A), y se observó un 

solo fragmento de 1.3 kb correspondiente al tamaño esperado de acuerdo a la 

secuencia reportada para escN. La banda del producto amplificado se purificó y 

digirió con las enzimas de restricción NdeI y BamHI. Paralelamente los 

vectores pUC18, pTrc99aFF4 y pET19b se digirieron con las mismas enzimas 

de restricción. 

La clonación del gen escN se realizó en el vector pUC18 (figura 7B) y la 

correcta amplificación se corroboró mediante secuenciación nucleotídica. 

Posteriormente, escN se subclonó en los vectores de expresión pTrc99AFF4 

(que permite sobreproducir a EscN sin ninguna etiqueta bajo el control del 

promotor trc) y en pET19b (que permite sobreproducir una versión de EscN con 

una etiqueta de 10 histidinas en el extremo N-terminal bajo el control del 

promotor T7). Los vectores resultantes se nombraron pATescN y pAEescN 

respectivamente, (figura 7C y D). 



 
Figura 7. Clonación de escN. Electroforesis en geles de agarosa al 1% (A) Amplificación por 

PCR del gen escN tamaño esperado 1.34 kb. (B), (C) y (D) Dobles digestiones NdeI/BamHI 

para confirmar la clonación de escN en los vectores pUC18 (2.6 kb), pTrc99AFF4 (4.1 kb) y 

pET19b (5.7 kb) respectivamente. En todos los casos se utilizó como marcador de peso 

molecular (MPM) 1 kb DNA Ladder (Sigma). 

 

Purificación de His-EscN  
 

El plásmido pAEescN se transformó en la cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS 

(BDP) y se realizaron ensayos de sobreproducción de la proteína recombinante 

(figura 8A). Al separar las diferentes fracciones celulares se observó que His-

EscN permanece casi en su totalidad en la fracción insoluble (probablemente 

formando parte de cuerpos de inclusión), figura 8B. Sin embargo, a partir de la 

cantidad que permanece en la fracción soluble, se consiguió purificar a His-

EscN en condiciones nativas mediante una cromatografía de afinidad por 

níquel, figura 9A, con un rendimiento de ~1 mg de His-EscN por cada 300 ml 

de cultivo. 

La masa molecular estimada para His-EscN a partir de su secuencia 

primaria es de 51.8 kDa, sin embargo la proteína recombinante presentó un 

patrón de migración anómalo en SDS-PAGE a una masa molecular aparente 

de 45 kDa. No obstante, la identidad de His-EscN se confirmó mediante 

inmunoreconocimiento utilizando un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas, 

(figura 9B). 



 
Figura 8. Sobreproducción de His-EscN.  (A) El vector pAEescN se expresó en células BDP a 

30 ºC, después de inducir con 0.1 mM de IPTG se tomaron muestras celulares a diferentes 

tiempos (de 0 a 5 h). (B) Las células de un cultivo inducido durante 4h con 0.1 mM de IPTG a 

30 ºC se rompieron por sonicación y se separaron en fracción insoluble (FI) y soluble (FS). En 

(A) y (B) las muestras se separaron por SDS-PAGE al 15% y se visualizaron por tinción con 

azul de Coomassie. (MW) marcador de masa molecular (New England Biolabs). 

 

 

 
Figura 9. (A) Purificación de His-EscN mediante cromatografía de afinidad por níquel a partir 

de la fracción soluble (lisado) de un cultivo de BDP/pAEescN inducido como se describió antes, 

después de lavar con concentraciones bajas de imidazol (50 y 70 mM) la proteína 

recombinante se eluyó, la mayor cantidad de His-EscN se recuperó con 400 mM de imidazol. 

(B) Inmunodetección de His-EscN purificada con anticuerpos anti-Histidinas 1:10,000 (Pierce). 

 



Funcionalidad de His-EscN 
 

Para corroborar que la etiqueta de histidinas no afectase la función de EscN 

se realizaron ensayos de complementación en la secreción de proteínas de una 

cepa de EPEC mutante nula en el gen de escN (la cual se generó mediante 

intercambio alélico) cuyo fenotipo es secreción e infección nula  [124].  

Se comparó el perfil de secreción de proteínas translocadoras en medio de 

cultivo DMEM de las cepas de EPEC silvestre y EPEC ∆escN sola o con el 

plásmido pAEescN, (figura 10). La cepa mutante en escN pierde por completo 

la capacidad de secretar proteínas al medio de cultivo vía SST3, mientras que 

la introducción de his-escN a ésta, es capaz de restablecer  la secreción de 

proteínas a niveles comparables a la cepa silvestre. Lo anterior se observó 

mediante la tinción con azul de Coomassie y la inmunodetección de las 

proteínas translocadoras EspB y EspA (figura 10, panel inferior). Como control 

se introdujo el plásmido pET19b vacío en la cepa ∆escN. De esta manera se 

demostró que la proteína recombinante His-EscN es funcional. 

 
Figura 10. Complementación de la cepa EPEC ∆escN. Panel superior, perfil de secreción de 

proteínas translocadoras de la cepa EPEC silvestre (WT) y EPEC ∆escN, portadora de pET19b 

y pAEescN (his-escN), tinción con azul de Coomassie. Paneles inferiores, 

inmunoreconocimiento con anticuerpos específicos contra las proteínas EspB (1:30,000) y 

EspA (1:50.000) en los sobrenadantes (S) y en las células completas (P). EspC es una proteína 

que no se secreta vía SST3 y funciona como un control interno.    



Adicionalmente, para verificar que la expresión de estos genes no estuviese 

siendo afectada en ninguna de las condiciones, se realizó la inmunodetección 

de EspB en las células completas, donde se observaron niveles semejantes en 

todos los casos (figura 10, panel inferior); en acuerdo con datos previos 

descritos para la cepa EPEC ∆escN [124].  

 

Caracterización de la actividad de ATPasa de EscN  
 

La proteína purificada His-EscN se utilizó para determinar su capacidad de 

hidrolizar ATP mediante el método colorimétrico de verde malaquita. Este 

ensayo permite cuantificar el fosfato liberado durante la reacción ya que forma 

un complejo con el molibdato y el verde malaquita [149].    

En primer lugar se determinó la hidrólisis de ATP por His-EscN a lo largo del 

tiempo, esta actividad se mantuvo lineal hasta por 30 minutos (figura 11A) y se 

calculó una actividad específica de 0.36 ± 0.02 µmolas de Pi hidrolizado min-1 

mg-1 de proteína, similar a la actividad reportada para otras ATPasas de SST3 

[115,116]. Por otra parte se observó que el cofactor Mg2+ es indispensable para 

la actividad enzimática de EscN (figura 11A).  

Para estudiar la especificidad por cationes divalentes en la reacción de 

ATPasa se añadieron diferentes cofactores a la mezcla de reacción. Se 

observó que de los cationes analizados el Mg2+ sólo puede ser sustituido 

parcialmente por el Mn2+ (50 % de la actividad específica), y la hidrólisis de 

ATP se abatió casi por completo en presencia de Zn2+, Ca2+ o Cu2+ (figura 

11B). Estos resultados indican que el sustrato de EscN es preferentemente 

ATP-Mg2+. 

Posteriormente se determinaron las condiciones óptimas para la reacción de 

ATPasa de EscN, la mayor actividad se observó a un pH de 7.5, y variaciones 

de éste en 0.5 unidades de pH tuvieron un efecto negativo en la actividad de 

ATPasa, figura 11C. La temperatura óptima para la reacción se determinó entre 

30 y 37 ºC, y la actividad disminuyó considerablemente a 42 ºC, (figura 11D); lo 

que podría explicarse por una baja estabilidad térmica de la enzima o por la 

disociación oligomérica (ver más adelante).    

 

 



 
Figura 11. Caracterización cinética de EscN. (A) Curso temporal de la hidrólisis de ATP 

utilizando 3 mM de ATP, en presencia de 4 mM de MgCl2 (círculos abiertos), o en ausencia de 

MgCl2 (círculos rellenos). (B) Especificidad por cationes divalentes en la actividad de ATPasa. 

(C) Influencia del pH en la actividad de ATPasa. (D) Dependencia de la actividad de ATPasa 

por temperatura (E) Efecto de la concentración de sustrato en la actividad de ATPasa. La 

actividad específica se determinó con 0.25 µM de His-EscN en 100 mM de Tris-Cl (pH 8.0) e 

incrementando la concentración de ATP-Mg2+ (0-4.5 mM) con un exceso de 1 mM de MgCl2. El 

gráfico de la forma logarítmica de la ecuación de Hill se muestra como recuadro. (F) Inhibición 

por ADP-Mg2+. His-EscN se incubó con diferentes concentraciones de ATP-Mg2+ (0.28-1.5 mM) 

y concentraciones fijas de ADP-Mg2+ (0.4, 0.7, 1.0 o 2.0 mM).    

 

Adicionalmente se analizó la actividad enzimática de EscN en función de la 

concentración de sustrato (figura 11E), la reacción presentó una cinética de tipo 

sigmoide (indicativa de cooperatividad), y los datos se ajustaron utilizando la 

ecuación de Hill, (figura 11E, interior). Se determinó un valor de Vmax de 

0.41±0.01 µmol min-1 mg-1 y una K0.5 de 0.90±0.05 mM por ATP-Mg2+. El valor 

del coeficiente de Hill calculado (1.59±0.13) indica cooperatividad positiva 

durante la hidrólisis de ATP y sugiere que la oligomerización estimula la 

actividad de EscN.  

Para evaluar el efecto del ADP-Mg2+ se determinó la actividad específica de 

EscN en una concentración constante de sustrato (3 mM) y bajo 4 diferentes 



concentraciones de ADP-Mg2+ (0.4, 0.7, 1 y 2 mM). Se observó un efecto 

negativo en la actividad hidrólitica de la enzima; los datos se ajustaron de 

acuerdo a una inhibición de tipo competitiva y se calculó una Ki de 2.06 ± 24 

mM por ADP-Mg2+ (figura 11 F).  

 

Oligomerización de EscN  
 

Estudios previos de otras ATPasas del SST3 indican que estas proteínas 

pueden autoasociarse y formar oligómeros (principalmente hexámeros) con 

actividades enzimáticas superiores a la de la forma monomérica [80,110]. 

De igual modo, nuestros resultados cinéticos sugieren la activación de EscN 

en relación con un proceso de oligomerización. Para establecer cómo la 

concentración de EscN influencia su actividad específica se examinó la 

hidrólisis de ATP a diferentes concentraciones de enzima bajo una condición 

saturante de sustrato (3 mM ATP-Mg2+). Los resultados obtenidos mostraron un 

comportamiento no lineal indicando que la actividad es dependiente de la 

concentración, lo cual es consistente con la multimerización de la enzima. Se 

observó la mayor actividad específica a una concentración de 0.3 µM de EscN 

(figura 12A).   

Para evaluar el estado oligomérico de EscN la proteína recombinante 

purificada se sometió a una cromatografía de filtración en gel, donde se 

observó una forma predominante con una masa molecular de 47.3 kDa y que 

por lo tanto debe corresponder a la forma monomérica de His-EscN (51.8 kDa). 

A pesar de que no se observó un pico al volumen de elución estimado para la 

forma hexamérica, se observó un pequeño pico en un volumen de elución 

equivalente a una masa molecular de 646.9 kDa cercana a la estimada para un 

dodecámero (622 kDa), figura 12B.  

En trabajos previos tampoco se consiguió detectar mediante filtración en gel 

la forma hexamérica de las ATPasas YscN y FliI además de reportarse la 

tendencia de estas proteínas a formar agregados de alta masa molecular 

[80,82,86], como lo observamos en este estudio.  



 
Figura 12. (A) Efecto de la concentración de His-EscN (0.02-0.45 µM) en la actividad 

específica bajo concentraciones de sustrato cercanas a las saturantes, 3 mM ATP y 4 mM de 

MgCl2. (B) Perfil de elución de His-EscN en cromatografía de exclusión molecular (Superdex 

200 HR 10/30), las puntas de flecha indican la posición de elución de los marcadores de masa 

molecular utilizados; tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDa), albúmina 

sérica de bovino (67 kDa) y quimiotripsinógeno (25 kDa). 

 

Por otra parte, para la ATPasa HrcN del inyectisoma de Pseudomonas 

syringae se ha reportado la formación tanto de hexámeros como de 

dodecámeros, éstos últimos con una mayor actividad enzimática [110]. Los 

oligoméros de HrcN se visualizaron mediante crio-microscopía electrónica y se 

propuso que la forma dodecamérica consiste de dos anillos hexaméricos 

apilados y asociados por el extremo C-terminal de las subunidades [111]. 

Para continuar evaluando la oligomerización de EscN se sometió a la 

proteína recombinante purificada a una electroforesis en geles en gradiente (4-

15%) de poliacrilamida azules nativos, BN-PAGE. Esta técnica permitió 

observar siete diferentes poblaciones de EscN, siendo la forma monomérica la 

más abundante (figura 13A).  

La curva de calibración de masas moleculares presentó una buena 

correlación (R2 = 0.9752); sin embargo, la forma monomérica presentó una 

migración anómala a una masa de 62 kDa, figura 13A (en comparación con la 

masa predicha para His-EscN de 51.8 kDa). Es muy probable que esto sea 

consecuencia de la baja resolución de esta metodología para masas 

moleculares menores a los 100 kDa [145]. No obstante, para las masas 

moleculares de mayor tamaño se obtuvo una buena correlación de acuerdo con 

la masa predicha para His-EscN, incluyendo la forma hexamérica (327 kDa) y 

dodecamérica (622 kDa). Además, se observaron diferentes formas 



oligoméricas intermedias, que sugieren la existencia de un equilibrio 

monómero-oligómero altamente dinámico (figura 13A).  Las masas moleculares 

calculadas para el resto de las diferentes formas indican que corresponden al 

dímero, trímero, tetrámero y octámero de His-EscN.   

De acuerdo a nuestros resultados, las formas de menor masa molecular 

representan la mayor población de EscN en solución, por lo que es probable 

que la estabilización del oligómero requiera de algún componente adicional del 

aparato de exportación tipo III, por ejemplo las proteínas del aparato de 

exportación EscV y/o EscU. 

 

 
Figura 13. Separación de His-EscN mediante electroforesis en geles nativos y actividad de 

ATPasa en gel. (A) Patrón de migración de albúmina sérica de bovino (BSA, 67 kDa) y His-

EscN en un gel azul nativo (BN-PAGE 4-15%), tinción con Coomassie, a la izquierda se indican 

los marcadores de masa molecular; Tir (tiroglobulina, 669 kDa),  Fer (ferritina, 440 kDa), Cat 

(catalasa, 232 kDa), Ald (aldolasa, 158 kDa). (B) Hidrólisis de ATP en el gel de las mismas 

muestras que en (A) separadas por BN-PAGE. Las puntas de flecha indican las formas 

monomérica (M), hexamérica (H) y dodecamérica (D).  

 

Por otra parte, se realizó un ensayo de actividad de ATPasa in situ sobre el 

gel nativo y se observó la acumulación de precipitados de fosfato de plomo 

(correspondiente con la zona de hidrólisis de ATP), en las siete formas 

previamente visualizadas por tinción con Coomassie (figura 13B). A su vez, 



mediante densitometría se analizó la relación: actividad de ATPasa/tinción con 

Coomassie, de las bandas correspondientes en el BN-PAGE. Los resultados 

mostraron una relación 12 veces mayor para la forma hexamérica en 

comparación con el monómero (figura 14), lo que sugiere una actividad 

específica más alta relacionada con la forma hexamérica. No obstante, en este 

experimento no podemos descartar la posibilidad de oligomerización en el gel 

durante la reacción de hidrólisis de ATP en las poblaciones de menor masa 

molecular.   

 

 
Figura 14. Relación densitométrica de la actividad de ATPasa en el gel y la tinción con 

Coomassie (en la figura 13 A y B) de las siete diferentes poblaciones de His-EscN separadas 

mediante BN-PAGE (4-15%) de izquierda a derecha de menor a mayor masa molecular.   

 

Estos resultados en conjunto representan la primera determinación y 

caracterización de la actividad de ATPasa de la proteína EscN del SST3 de 

EPEC, así como de su activación catalítica mediada por la autoasociación de 

subunidades [150]. Aunque el estado oligomérico de EscN in vivo aun resulta 

desconocido, con base en su similitud con las subunidades α y β de la F0F1-

ATPasa, en los resultados obtenidos para ATPasas ortólogas [80,81] y en los 

obtenidos en este trabajo, se sugiere que es un hexámero. 

 

 

 

 



PARTE II. LA PROTEÍNA EscL INTERACTÚA CON EscN E INHIBE SU 
ACTIVIDAD DE ATPasa 
 

EscL como posible reguladora de la ATPasa en el SST3 de EPEC 
 

La proteína reguladora de la ATPasa es uno de los elementos menos 

conservados de los SST3 [151], por tal razón la identificación de esta proteína 

en muchos de estos sistemas no resulta sencilla. Con el fin de encontrar un 

componente en el SST3 de EPEC que pudiese cubrir la función de dicha 

proteína, en nuestro laboratorio se realizó un análisis de secuencia de todos los 

marcos de lectura abiertos de función desconocida (orf 's) de la isla LEE de 

EPEC, y mediante un análisis utilizando el programa BLAST (NCBI), se 

identificó a la proteína Orf5 como el mejor candidato, presentando un 17 % de 

identidad con la proteína FliH (reguladora de la ATPasa flagelar) de 

Thermotoga maritima.  

En la figura 15 se muestra un alineamineto de secuencia de las proteínas 

Orf5, FliH y YscL (proteína reguladora del SST3 de Yersinia [86]), a pesar de 

que se encuentran pocos residuos conservados en las tres secuencias es 

probable que éstos tengan un papel importante en la función de este grupo de 

proteínas. 

 
Figura 15. Alineamiento de secuencia primaria de las proteínas FliH_Tm (T. maritima), YscL 

(Y. pestis) y Orf5 (EscL) de EPEC. Los cuadros obscuros denotan identidad y los grises 

sustituciones conservativas.  

Un estudio bioinformático de la isla LEE de EHEC, en el que se utilizó PSI-

BLAST, también propusó la misma hipótesis y renombró el orf5 como escL 

[128]. 



Clonación y purificación de EscL 
 

Con base en lo anterior se amplificó por PCR el gen escL (orf5) de EPEC 

utilizando los oligonucleótidos orf5BamF y orf5SalR. El producto de PCR se 

clonó en el vector pCR-Blunt II-TOPO y la correcta amplificación se corroboró 

mediante la secuenciación del gen. Posteriormente escL se subclonó al vector 

pQE30 (que permite sobreproducir una versión recombinante con una etiqueta 

de 6 histidinas en el extremo N-terminal bajo el control del promotor T5), como 

un fragmento BamHI/PstI (dato no mostrado). Los vectores resultantes se 

nombraron pARescLBS y pAQescL, respectivamente. 

 La proteína recombinante His-EscL se sobreprodujo a partir del plásmido 

pAQescL y se observó la inducción de una banda correspondiente a la masa 

molecular esperada para His-EscL de 27 kDa (figura 16A). Sin embargo, 

después de separar las fracciones celulares se observó que ésta se mantiene 

preferentemente insoluble (figura 16B), y no se consiguió purificar a la proteína 

His-EscL de forma nativa mediante cromatografía de afinidad por níquel (dato 

no mostrado). 

  
Figura 16. Sobreproducción de His-EscL. (A) La proteína His-EscL se expresó en células de E. 

coli M-15 [pREP4] a partir del plásmido pAQescL a 25 ºC, después de inducir con 0.1 mM de 

IPTG se tomaron muestras celulares a diferentes tiempos (de 0 a 4 h). (B) Las células de un 

cultivo inducido durante 4h con 0.1 mM de IPTG a 25 ºC se rompieron por sonicación y se 

separaron en fracción insoluble (FI) y soluble (FS). En (A) y (B) las muestras se separaron por 

SDS-PAGE al 15% y se visualizaron por tinción con azul de Coomassie. A la izquierda se 

indican las masas moleculares correspondientes.  



Con el fin de obtener una proteína EscL soluble se decidió generar un par de 

versiones carentes del N-terminal de EscL (de los primeros 50 y 89 residuos 

respectivamente). Esto se realizó considerando reportes previos de la proteína 

flagelar FliH (posible ortóloga de EscL), que indican que de esta forma la 

proteína pudiera ser más soluble en comparación con la proteína completa, 

además de que dichas versiones no deben afectar la interacción e inhibición de 

la actividad de ATPasa de EscN [84,152] . 

Para generar la versión carente de los primeros 89 codones, el producto del 

amplificado con los oligonucleótidos R90escL y escLPst se clonó como un 

fragmento BamHI/PstI en el vector pQE30 (figura 17A y B). Mientras que para 

la versión carente de los primeros 50 codones el producto del amplificado con 

los oligonucleótidos L51escL y escLPst se clonó como un fragmento 

BamHI/PstI en el vector pQE30 (figura 17A y C). Las construcciones 

resultantes se nombraron pAQ∆50escL y pAQ∆89escL y su correcta 

amplificación se verificó mediante la secuenciación del DNA. 

 
Figura 17. Clonación de recortes del 5´ de escL. Electroforesis en geles de agarosa al 1.2% (A) 

Amplificación por PCR del gen escL (∆89 y ∆50), con un tamaño esperado de 420 y 445 pb 

respectivamente. (B) y (C) Dobles digestiones BamHI/PstI para confirmar la clonación de 

∆89escL y ∆50escL en el vector pQE30 (3.4 kb). Se utilizaron como marcadores de peso 

molecular (MPM) y (M100) 1 kb DNA Ladder y 100 pb DNA Ladder respectivamente (ambos de 

Sigma). 

 

La cepa de E. coli M-15 [pREP4] se transformó con las construcciones 

pAQ∆50EscL y pAQ∆89EscL y se realizaron ensayos de sobreproducción y 



solubilidad de las versiones recombinantes (dato no mostrado). A pesar de que 

la mayor cantidad de proteína recombinante se observó en la fracción 

insoluble, se consiguió purificar ambas proteínas a partir de la fracción soluble 

en condiciones nativas mediante cromatografía de afinidad por níquel (figura 

18). Las proteínas migran de acuerdo con su masa estimada en un gel 

desnaturalizante de poliacrilamida, His∆50EscL a 22 kDa y His∆89EscL a 17.7 

kDa (figura 18). La proteína carente de los primeros 50 residuos resultó más 

insoluble en comparación con la carente de los primeros 89 residuos, por lo 

que se purificó una menor cantidad de His∆50EscL (figura 18B).    

 
Figura 18. Purificación de las versiones truncas de la proteína EscL (A) His-∆50EscL y (B) His-

∆89EscL, mediante cromatografía de afinidad por níquel a partir de la fracción soluble (lisado) 

de un cultivo de M15 [pREP4]/pAQ∆50escL o pAQ∆89escL, inducido con 0.1 mM de IPTG a 25 

ºC durante 4h. Después de lavar con concentraciones bajas de imidazol (40 y 60 mM) la 

proteína recombinante se eluyó con 200 mM de imidazol. Las muestras se separaron mediante 

SDS-PAGE al 12.5% en (A) y al 15% en (B). A la derecha se indican las masas moleculares 

correspondientes.     

 

 



Interacción EscN-EscL e inhibición de la actividad de ATPasa  
 

Para determinar que EscL interactúa con la ATPasa EscN se realizaron 

ensayos de interacción proteína-proteína tipo pulldown mediante cromatografía 

de afinidad por níquel. Los lisados celulares conteniendo a las proteínas His-

∆89EscL y EscN sin ninguna etiqueta (a partir de la construcción pATescN, 

figura 7C), se incubaron junto con la resina de Ni-NTA durante 4 h a 4ºC. 

Después de lavar la resina con concentraciones bajas de imidazol se observó 

la retención específica de EscN por el complejo Ni-NTA-His-∆89EscL (figura 

19A y B). Se utilizó la resina de Ni-NTA sola como control negativo (figura 

19C). Estos resultados indican que existe interacción entre las proteínas EscL y 

EscN.   

 
Figura 19. Interacción del dominio carboxilo de EscL y EscN. (A) Ensayo tipo pulldown de His-

∆89EscL y EscN. Se incubaron los lisados de las células M15 [pREP4]/pAQ∆89escL y 

SJW1368/pATescN más la resina de Ni-NTA a 4 ºC durante 4h, posteriormente se recuperó el 

primer volumen de lavado con 40 mM de imidazol (carril 3)  y después de lavar con 40 y 60 mM 

de imidazol (carril 4 y 5, respectivamente) se eluyeron las proteínas con 200 mM de imidazol 

(carriles 6-8), las muestras se separaron por SDS-PAGE (15%) y se visualizaron por tinción con 

Coomassie. (B) Inmunoreconocimiento de la proteína EscN de las mismas muestras que en 

(A), transferidas a una membrana de nitrocelulosa, con suero policlonal de conejo contra EscN. 



(C) Como control negativo se incubó el lisado de SJW1368/pATescN con la resina Ni-NTA sola. 

El suero contra EscN se utilizó en (B) y (C) a una dilución de 1:8,000. A la derecha de cada 

panel se indican las masas moleculares correspondientes. 

 

La identificación de EscN en este ensayo de interacción se realizó mediante 

inmunodetección con anticuerpos policlonales contra esta proteína (figura 19B 

y C) generados en conejo (ver metodología). 

Estos resultados indican que EscL interactúa con la ATPasa EscN y además 

sugieren que los primeros 89 residuos (de los 231 totales) de EscL no son 

requeridos en dicha interacción, es decir que muy probablemente el dominio 

carboxilo de EscL es la región de la proteína que reconoce a la ATPasa, como 

se ha determinado para el sistema flagelar [84].  

Para evaluar el efecto de EscL sobre la actividad de ATPasa de EscN se 

purificaron las proteínas recombinantes His-EscN, His-∆89EscL y His-∆50EscL 

mediante cromatografía de afinidad por níquel (figura 20A). Las proteínas 

purificadas se dializaron y se utilizaron para evaluar la actividad de ATPasa de 

EscN por el método de verde malaquita.  

En primer lugar, se combinaron las proteínas recombinantes en la mezcla de 

reacción y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min, 

posteriormente se inició la reacción enzimática al añadir el ATP (3 mM). De 

acuerdo con nuestros resultados anteriores (figura 12A), la concentración de 

His-EscN utilizada en estos ensayos (0.3 µM) correspondió a la requerida para 

la formación del oligómero. Adicionalmente, ya que se ha reportado que la 

proteína reguladora interactúa en un relación de 2:1 con la ATPasa [82], se 

decidió utilizar el doble de concentración (0.6 µM) de ambos recortes de EscL. 

La actividad enzimática de His-EscN disminuyó drásticamente en las 

reacciones que contenían tanto la recombinante His∆89-EscL como a His∆50-

EscL. La hidrólisis de ATP en presencia de His∆89EscL y His∆50EscL se 

estimó en 16.6 y 13.3 % respectivamente, de la actividad observada para His-

EscN sola (figura 20B). Adicionalmente como un control negativo, se evaluó la 

actividad enzimática de EscN en presencia de BSA, no se observaron cambios 

en la hidrólisis de ATP (dato no mostrado). 

 



 
Figura 20. Regulación negativa de EscN por EscL. (A) Tinción con Coomassie de las proteínas 

recombinantes (His-EscN, His∆89EscL y His∆50EscL) separadas mediante SDS-PAGE al 

16%. A la derecha se indican las masas moleculares correspondientes. (B) Actividad de 

ATPasa de His-EscN (0.3 µM) sola o en presencia de His∆89EscL o His∆50EscL (0.6 µM) a 37 

ºC y 3 mM de ATP. La actividad específica se determinó a partir de la pendiente de los cursos 

temporales independientes.  

 

En conjunto estos resultados preliminares demuestran que la proteína EscL 

interactúa con la ATPasa EscN, e inhibe su actividad enzimática. Es decir que 

actúa como una proteína reguladora que probablemente evite la 

oligomerización de EscN, como se sugiere que ocurre con las proteínas 

ortólogas en el sistema flagelar [82].  

 

Región de EscN que participa en la interacción con EscL  
 

Por otra parte, se decidió evaluar la región de EscN que reconoce a la 

proteína EscL, por tal motivo se generaron dos recortes de EscN, el primero 

carente de la región N-terminal (los primeros 42 residuos), y el segundo de la 

región C-terminal (los últimos 64 residuos), figura 21A. Los recortes de escN 

∆1-42 y ∆373-446 se generaron mediante PCR utilizando los pares de 

oligonucléotidos escNGLY42 y escNRv; y escNFw y escNEND372, 

respectivamente.  

Los productos de PCR (figura 21B) se digirieron y se clonaron como 

fragmentos NdeI/BamHI en el vector de expresión pTrc99AFF4; los plásmidos 



resultantes se nombraron pATeN∆1-42 y pATeN∆373-446, respectivamente (figura 

21C). Su correcta amplificación se verificó mediante la secuenciación del DNA. 

 
Figura 21. Clonación de diferentes regiones de escN. (A) Esquema de la proteína EscN que 

señala en gris los residuos que se eliminaron, en la región N-terminal (del 1 al 42) y en la 

región C-terminal (del 373 al 446). (B) Amplificación por PCR de los recortes del gen escN ∆1-

42 y ∆373-446, tamaño esperado de 1.2 y 1.1 kb respectivamente. (C) Dobles digestiones 

NdeI/BamHI para confirmar la clonación de escN∆1-42 y escN∆373-446 en el vector 

pTrc99AFF4 (4.1 kb). Como marcador de peso molecular (MPM) se utilizó 1 kb DNA Ladder 

(Sigma). 

 

Para la sobreproducción de estas versiones de EscN, los plásmidos 

pATeN∆1-42 y pATeN∆373-446 se transformaron en la cepa de Salmonella 

SJW1368. Se observó una banda abundante en las masas moleculares 

estimadas (44.1 y 40.3 kDa, respectivamente); sin embargo, sólo una pequeña 

proporción se mantiene en la fracción soluble (figura 22). No obstante, la 

cantidad de proteína presente en la fracción soluble resultó suficiente para 

realizar los ensayos de interacción con EscL. 



 

* * 

Figura 22. Sobreproducción y solubilidad de EscN∆1-42 y EscN∆373-446 (A) Los plásmidos 

pATeN∆1-42 y pATeN∆373-446 se expresaron en células de Salmonella SJW1368 a 25 ºC. 

Después de inducir con 0.1 mM de IPTG durante 4 h, se cosecharon las células y se rompieron 

por sonicación. Las fracciones celulares se separaron en insoluble (FI) y soluble (FS), las 

muestras se separaron por SDS-PAGE al 15% y se visualizaron por tinción con azul de 

Coomassie. Los asteriscos indican la posición de EscN∆1-42 (superior) y de EscN∆373-446 

(inferior). (B) Inmunoreconocimiento de EscN∆1-42 y EscN∆373-446 de las mismas muestras que en 

(A) transferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas con suero contra EscN (1:10 

000). A la derecha se indican las masas moleculares correspondientes.  

 

Los ensayos de interacción tipo pulldown utilizando los recortes de EscN se 

llevaron a cabo siguiendo la metodología descrita previamente para la proteína 

completa, aunque debido a la menor solubilidad de las proteínas EscN∆1-42 y 

EscN∆373-446 se utilizó un volumen 4 veces mayor de lisado celular. Esta 

relación permitió tener cantidades similares de cada una de las proteínas 

(figura 23A, carril 2).  

La mezcla de lisados celulares conteniendo a His-∆89EscL con EscN 

completa o EscN∆1-42 o EscN∆373-446 y la resina de Ni-NTA, se incubó durante    

4 h a 4 ºC. Después de lavar la resina se observó la elución de la proteína 

EscN completa, y del recorte EscN∆373-446 junto con la recombinante His-

∆89EscL (figura 23A, panel superior e inferior, respectivamente). De modo 

interesante la versión carente del la región N-terminal, EscN∆1-42, no fue 

retenida por His-∆89EscL (figura 23A, panel central). Esto indica que el N-

terminal de EscN interactúa con la proteína reguladora.  



La presencia de His-∆89EscL en estos ensayos se confirmó mediante su 

inmunoreconocimiento con un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas (figura 

23B).  

 
Figura 23. Región de EscN que interactúa con EscL. (A) Inmunodetección de EscN en los 

ensayos de interacción con la proteína His-∆89EscL. Los lisados celulares conteniendo a EscN 

(carril 2) completa (WT, panel superior) o los recortes EscN∆1-42 (panel medio) o EscN∆373-446 

(panel inferior) se incubaron con un lisado celular conteniendo a la recombinante His-∆89EscL 

(carril 1) más la resina de Ni-NTA a 4 ºC durante 4h. Posteriormente se recuperó la fracción no 

unida (FNU) y después de lavar la resina con 40 mM de imidazol (carriles 4 y 5) las proteínas 

se eluyeron con 400 mM de imidazol (carriles 6). Las muestras se separaron por SDS-PAGE 

(15%), se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se probaron con el suero contra la 

proteína EscN (1:10 000). (B) Inmunodetección de His-∆89EscL de las mismas muestras que 

en (A) con el anticuerpo contra la etiqueta de histidinas (1:10 000), para corroborar la presencia 

de His-∆89EscL en todos los casos. Las masas moleculares se indican a la derecha de cada 

panel. 

 

Los resultados descritos en esta sección demuestran la interacción de las 

proteínas EscN y EscL del SST3 de EPEC e indican que EscL es la proteína 

reguladora de este sistema. Además, se determinó que el C-terminal de EscL y 

el N-terminal de EscN son las regiones involucradas en dicha interacción, lo 

que sugiere fuertemente que la formación del complejo ATPasa-regulador y los 

mecanismos de inhibición enzimática son semejantes en el sistema flagelar y 

en los inyectisomas.  

 



PARTE III. ANÁLISIS MOLECULAR DEL DOMINIO C-TERMINAL DE EscN 
 

Análisis de la estructura primaria de EscN 
 
Debido a la similitud de secuencia primaria de las ATPasas de los SST3 

flagelar y de virulencia, y de éstas con las subunidades α y β de la F0-F1 ATP-

asa (figura 24); así como a la similitud de sus estructuras tridimensionales de 

EscN y FliI monoméricas, se considera que el mecanismo de hidrólisis de ATP 

en ambas familias debe ser semejante [102,103,113].  

 
Figura 24. Alineamiento de secuencia primaria de las ATPasas de SST3, EscN (inyectisoma 

EPEC), flagelar FliI (Salmonella) y las subunidades β (1SKYE) y α (1SKYB) de Bacillus PS3 

termófila. Se indican los residuos que conforman las cajas de Walker A y B. Los cuadros 

obscuros denotan identidad y los grises sustituciones conservativas.  

 



Por otra parte, como se mencionó, se considera que la ATPasa del SST3 se 

compone de tres dominios: (i) el N-terminal involucrado en su oligomerización y 

en la interacción con la proteína reguladora; (ii) el central o catalítico y; (iii) el  

C-terminal, aunque muy poco caracterizado, se relaciona con la región que 

reconoce los complejos chaperona-efector [98,102,103].  

La importancia del C-terminal en el reconocimiento de los complejos 

chaperona-efector se determinó a partir de la caracterización de la mutación 

puntual L376P en la proteína InvC (ATPasa del inyectisoma de Salmonella) 

pues dicha mutación evita la interacción de InvC con la chaperona SicP (sola o 

en complejo con su efector, SptP) a diferencia de la enzima silvestre [98,105]; 

sin embargo, se conoce muy poco aun acerca de los mecanismos moleculares 

involucrados en dicha función de la ATPasa. Para comenzar a estudiar las 

propiedades del dominio C-terminal de esta familia de proteínas en este trabajo 

se realizó un alineamiento múltiple de diferentes ATPasas, tanto de 

inyectisomas como flagelares. 

Cuando se analizó la posición correspondiente a la Leu376 de InvC, el 

alineamiento múltiple reveló que este residuo (figura 25, renglón del asterisco 

negro) sólo se encuentra conservado en las ATPasas de inyectisomas, como 

un residuo hidrofóbico, generalmente valina. En EscN dicha posición 

corresponde a la Val393. Sin embargo, en las ATPasas flagelares esta posición 

está por lo general representada por un residuo polar sin carga (asparagina 

principalmente), aunque también en algunos casos por el aminoácido polar 

alanina (figura 25, renglón del asterisco negro).  

Adicionalmente, el alineamiento de secuencias nos permitió identificar cinco 

residuos en este dominio, cercanos a la L376/V393 de InvC/EscN, que están 

altamente conservados en las diferentes ATPasas tanto de inyectisomas como 

flagelares (figura 25, asteriscos azules). Estos comprenden los residuos 

Gly400, Tyr402, Gly405, Asp411 y Gln426 en la proteína EscN; de aquí en 

adelante la notación de los residuos de las ATPasas se describirá con base en 

la secuencia de EscN, (figura 25 primer renglón). Debido a que son 

aminoácidos idénticos de la región carboxilo y al antecedente mencionado para 

InvC [98], se consideró que estos cinco residuos también podrían participar en 

el reconocimiento de los complejos chaperona-sustrato o bien, tener un papel 

crítico en la función de la enzima. 



 

Figura 25. Alineamiento múltiple de secuencias del C-terminal de ATPasas del SST3, de 

inyectisomas y flagelares (la línea rosa divide ambos grupos). Los residuos marcados en azul 

denotan identidad y los marcados en amarillo sustituciones conservativas. El asterisco negro 

indica la posición equivalente a la L376 de InvC, que en EscN es la V393. Los asteriscos rojos 

y verdes indican los residuos conservados de acuerdo al grupo de ATPasas, de inyectisomas o 

flagelares, respectivamente. Las proteínas de inyectisomas alineadas son, del primer al último 

renglón: EscN (EPEC), InvC (Salmonella enterica serovar Typhimurium), EsaN (Edwardsiella 



tarda), ShscN (Shewanella baltica), ChscN (Chromobacterium violaceum), LascN (Lawsonia 

intracellularis), VscN (Vibrio campbellii y parahaemolyticus), AscN (Aeromonas hydrophila), 

LscN (Photorhabdus luminescens), YscN (Yersinia enterocolitica y pestis), BscN (Bordetella 

bronchiseptica), SscN (Stappia aggregata), HrcN (Xanthomonas axonopodis, Ralstonia 

solanacearum y Pseudomonas syringae), RhcN (Bradyrhizobium japonicum), SctN (Lysobacter 

enzymogenes), BscN (Burkholderia cenocepacia), Spa47 (Shigella flexneri). Las ATPasas 

flagelares (FliI) de: E. coli, S. flexneri, S. thypi, S. enterica serovar Typhimurium, Y. pestis, Y. 

pseudotuberculosis, Pectobacterium atrosepticum, V. cholerae, P. aeuroginosa, Rhodobacter 

sphaeroides, Nitrobacter winogradskyi, Caulobacter crescentus, Magnetospirillum 

gryphiswaldense, Gluconobacter oxydans, Clostridium novyi, Desulfotomaculum reducens, 

Candidatus desulforudis, Thermosinus carboxydivorans, Geobacter uraniireducens, 

Caldicellulosiruptor saccharolyticus y Thermotoga maritima. 
  

Por último, se identificaron otros dos residuos conservados que distinguen a 

los dos grupos de ATPasas flagelares o de inyectisomas, el primero representa 

la L395 de EscN, que en las ATPasas de inyectisomas es por lo general un 

residuo no polar (principalmente leucina) (figura 25, asteriscos rojos); mientras 

que en las ATPasas flagelares es un residuo cargado negativamente 

(principalmente aspartato) (figura 25 asteriscos verdes). El segundo residuo 

corresponde al E401 de EscN, que en las ATPasas de inyectisomas siempre es 

un residuo con carga negativa; pero en las flagelares se encuentra un residuo 

pequeño (alanina generalmente). De acuerdo con estas diferencias y con su 

posición cercana a la V393, se consideró que los residuos correspondientes a 

la L395 y E401 de EscN podrían, además de participar en el reconocimiento de 

las proteínas a ser secretadas, tener un papel en la selectividad de la ATPasa 

por sus sustratos de acuerdo con el correspondiente SST3 (inyectisoma o 

flagelo). 

 
Análisis de la estructura terciaria de EscN 
 

Para conocer más a detalle la localización y conformación de los residuos 

conservados del C-terminal de las ATPasas que previamente identificamos, 

éstos se ubicaron en las estructuras atómicas de EscN y FliI [102,103].  

Asimismo, para comparar la región C-terminal de las proteínas se realizó un 

alineamiento estructural de estas ATPasas (utilizando la paquetería PyMOL) 

(figura 26). 



Es importante señalar que la estructura de EscN (además de carecer de los 

primeros 102 residuos) se resolvió con la mutación puntual V393P. Al comparar 

la región C-terminal de EscN con el cambio V393P, con la estructura atómica 

de FliI (en la que dicha posición la ocupa el residuo Asn400), notamos que 

estos residuos son parte de una α-hélice (denominada C1 en [58]). Sin 

embargo, en EscN la introducción del residuo de prolina afecta la estructura de 

esta α-hélice C1, rompiéndola y generando una pequeña asa o loop (figura 26). 

Además también afecta algunos residuos consecutivos que se encuentran en el 

asa que separa las α-hélices C1 y C2, (figura 26B). De aquí en adelante nos 

referiremos a dicha región como asa A. 

 
Figura 26. Alineamiento estructural de EscN∆1-102 V393P (PDB; 2OBM) y FliI (PDB; 2OPY). 

En cian y naranja se marcan los residuos del dominio carboxilo terminal de EscN y FliI, 

respectivamente. (A) Vista lateral de las estructuras completas, se indica la posición de la 

mutación V393P en EscN que afecta la α-hélice C1 (C1). En esferas amarillas se marca la 

molécula de ADP. (B) Amplificación del   alineamiento estructural del C-terminal. Se muestran 

las cadenas laterales de los residuos correspondientes a las posiciones marcadas con 

asteriscos en el alineamiento de la figura 24; V393P en negro (mutación equivalente a la L376P 



de InvC), G400, Y402, G404, D411y Q426 en azul (residuos conservados), L395 y E401 en 

rojo (residuos conservados diferencialmente) y sus correspondientes en FliI en verde (D* y A*). 

Las α-hélices C2 y C3 se marcan como C2 y C3, respectivamente. El alineamiento estructural y 

las figuras se realizaron con la paquetería PyMOL [147].  

 

En cuanto a los 5 residuos idénticos del dominio C-terminal identificados en 

el alineamiento de la figura 24, observamos que tres: G400, Y402 y G405 se 

ubican en el asa A que conecta las hélices C1 y C2;  el residuo D411 en la       

α-hélice C2 y por último, el residuo Q426 en el asa B, (figura 26). Mientras que 

los residuos conservados diferencialmente, L395 y E401, se ubican en la        

α-hélice C1 y en el asa A, respectivamente (figura 26).   

Para contar con una aproximación de la región C-terminal en el contexto 

oligomérico de la ATPasa, se modeló un homohexámero de EscN∆1-102 

V393P utilizando como templado las coordenadas de las subunidades α y β del 

sector F1 (utilizando la paquetería PyMOL) (figura 27); de forma similar a como 

se ha reportado previamente [103].  

El modelo del homohexámero de EscN reveló que la mayoría de los residuos 

del C-terminal se encuentran expuestos en el oligómero, principalmente los 

últimos residuos de la α-hélice C1, todos los del asa A y la mayoría de la α-

hélice C2. Debido a esto, podrían representar un sitio blanco para la interacción 

de los complejos chaperona-efector o de alguna otra proteína (figura 27). En 

cuanto a los residuos de la α-hélice C1, debido a la mutación V393P presente 

en la estructura de EscN, consideramos probable que en la enzima silvestre su 

orientación sea diferente, muy semejante a la de los residuos correspondientes 

en FliI (figura 26).  

La orientación de la ATPasa del SST3 que más se ajusta a las evidencias 

experimentales predice la localización de la región N-terminal asociada a la 

membrana interna bacteriana, mientras que el C-terminal se encontraría 

orientado hacia el citoplasma [81,87,105,110]. Esto sugiere que el N-terminal 

de EscN puede asociarse, además de con la proteína reguladora FliH 

(resultados descritos en la parte II), con los componentes del aparato de 

exportación, por ejemplo, con los dominios solubles de las proteínas FlhA y 

FlhB; mientras que el C-terminal estaría reconociendo a los complejos 

chaperona translocador/efector. 



 

 
Figura 27. Modelo del homohexámero de EscN∆1-102 V393P. Se colorean los residuos de 

cada monómero de EscN que se encuentran alineados en la figura 24, en color cian los de 

cinco monómeros y por claridad los del sexto monómero en color naranja claro. (A) Vista lateral 

y (B) vista inferior del homohexámero. (C) Amplificación del C-terminal del modelo. En todos los 

casos se indican las α-hélices C1, C2 y C3 (C1-C3). En (B) y (C) se representan en esferas y 

bastones, respectivamente, las cadenas laterales de los residuos: G400, Y402 y G405 (en 

azul), V393 (en negro), L395 y E401 (en rojo) y T403, M404 e I414 (en verde). Para la 

construcción del homohexámero de EscN se utilizaron como templado las coordenadas de las 

subunidades α y β del sector F1 (PDB; 1BMF). El alineamiento estructural y las figuras se 

realizaron con la paquetería PyMOL [147].  

 

Para la subunidad β de la F0F1-ATPasa se ha descrito que la unión e 

hidrólisis del ATP generan cambios conformacionales importantes en su 

estructura, siendo el C-terminal una de las regiones más flexibles, en particular 

los residuos correspondientes a los de las α-hélices C1 y C2 en las ATPasas 



de SST3 [153]. La similitud estructural que comparten estas enzimas hace 

suponer que también en las ATPasas de los SST3 ocurren estos cambios 

conformacionales y podrían constituir uno de los mecanismos de acoplamiento 

de la energía de hidrólisis con la energía cinética que permita la secreción de 

proteínas vía SST3.    

Con base en lo anterior se decidió generar una serie de mutantes puntuales 

en el C-terminal de EscN y caracterizar su efecto en la complementación de 

una mutante nula de EPEC en el gen escN.  

 

Generación de mutantes puntuales del C-terminal de EscN 
 

Tomando en cuenta nuestros alineamientos de secuencia primaria (figura 

25), los antecedentes de la literatura y la ubicación de los residuos del C-

terminal de EscN en el modelo hexámerico (figura 27), se generaron las 

siguientes mutantes puntuales en la ATPasa. En la α-hélice C1: la mutación 

V393P, y en esta misma posición los cambios V393A y V393N (el cambio por el 

residuo correspondiente en la ATPasa flagelar); mutaciones que nos permitirían 

confirmar o descartar que el residuo V393 represente un sitio crítico para el 

reconocimiento de los complejos chaperona-efector y para la función de la 

enzima [98]. En cuanto a los residuos idénticos se realizaron las mutaciones 

G400A y Y402A, en el asa A; D411A de la α-hélice C2 y Q426A en el asa B. 

Para el caso de los residuos conservados diferencialmente se realizaron los 

cambios por los correspondientes residuos flagelares: L395D (de la α-hélice 

C1) y E401A (del asa A). 

Además, se realizaron las mutaciones de los residuos del asa A; T403A y 

M404A, los cuales no están conservados, sin embargo se predice que se 

encuentran expuestos en el oligómero (figura 27) por lo que se consideró que 

también podrían tener un papel importante. 

En la α-hélice C2 se realizaron los cambios I414A e I414P con el fin de 

analizar también la importancia estructural de esta otra α-hélice.  

Para generar las diferentes mutantes de escN, se subclonó el gen escN a 

partir del plásmido pAEescN como un fragmento NcoI/BamHI (fragmento que 

además del gen escN completo incluye la secuencia de 10 histidinas del vector 



pET19b y el sitio de unión a ribosoma) en el vector de expresión pTrc99A, y el 

plásmido resultante se nombró pATHescN (figura 28). La mutagénesis sitio 

dirigida se realizó mediante la metodología QuickChange (Stratagene). Se 

diseñaron todos los pares de oligonucléotidos antisentido necesarios (tabla 2), 

los cuales contienen la mutación deseada en la parte media de su secuencia, y 

como templado para las reacciones de PCR se utilizó el plásmido pATHescN. 

La correcta incorporación de todas las mutaciones realizadas se confirmó 

mediante la secuenciación del DNA. Los plásmidos resultantes se nombraron 

pATHeNV393P, pATHeNV393A, etcétera (tabla 1).  

 

 
Figura 28. Subclonación de his-escN. Electroforesis en geles de agarosa al 1% (A) Dobles 

digestiones NcoI/BamHI de los plásmidos pAEescN y pTrc99A. El inserto liberado (his-escN/ 

NcoI/BamHI) y el vector pTr99A/NcoI/BamHI se purificaron para realizar la subclonación en 

este último. (B) Doble digestión NcoI/BamHI de pATHescN para confirmar la subclonación. Las 

bandas de mayor tamaño pueden corresponder a los vectores no digeridos eficientemente. Se 

utilizó como marcador de peso molecular (MPM) 1 kb DNA Ladder (Sigma). 

 

Efecto de las mutaciones puntuales del C-terminal de EscN en la 
complementación de una cepa EPEC∆escN 
 

Los plásmidos con el gen escN silvestre y con éste mutagenizado se 

transformaron en la cepa de EPEC∆escN y se analizó la capacidad de las 

diferentes versiones de escN de complementar la secreción de proteínas 

translocadoras y efectoras (figura 29).  



Los sobrenadantes precipitados se separaron por medio de una 

electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) y las proteínas secretadas vía 

SST3 se visualizaron mediante la tinción con azul de Coomassie (figura 29A) o 

mediante inmunodetección utilizando anticuerpos policlonales específicos 

contra las proteínas EspA y EspB (figura 29B). 

Como ha sido reportado para la ATPasa InvC [98], se observó que la 

sustitución V393P en EscN provoca la pérdida de función de la proteína y se 

evita la complementación de la secreción de la cepa EPEC∆escN (figura 29, 

carril 5), de modo consistente también con [103]. No obstante, este mismo 

residuo (V393) tolera los cambios por alanina y asparagina (figura 29, carril 3 y 

4), lo que sugiere que la pérdida de función en EscN V393P y en InvC L376P 

es consecuencia de la pérdida de estructura de la α-hélice C1 (figura 29, 

carriles 3-5). 

De las cuatro sustituciones por alanina realizadas en los residuos 

conservados, los cambios Y402A y D411A afectaron la función de la ATPasa, 

siendo más drástico el efecto para el cambio en el residuo D411 (figura 29, 

carriles 9 y 12). Estos resultados indican por primera vez el importante papel 

tanto del asa A como de la α-hélice C2 (en adición a la α-hélice C1), en la 

función de EscN y posiblemente de todas las ATPasas de SST3. Por otra parte, 

contrario a lo que se esperaba, no se observó un efecto en los otros dos 

cambios en los residuos G400A y Q426A (figura 29, carriles 7 y 15). Sin 

embargo, ya que la sustitución G400A se puede considerar conservativa, no 

descartamos la posibilidad de que algún otro cambio afecte la función de EscN. 

Por su parte, a pesar del cambio no conservativo Q426A realizado en el asa B, 

nuestros resultados indican que este residuo no tiene un papel crítico en la 

función de EscN (figura 29, carril 15).   

En relación con las sustituciones en los residuos conservados 

diferencialmente; de manera interesante observamos que ambas mutaciones 

L395D y E401A, presentaron un efecto negativo en la secreción de proteínas, 

siendo el cambio más severo el de E401A (con un fenotipo muy semejante al 

cambio V393P, figura 29, carriles 5, 6 y 8). Estos resultados indican que las 

posiciones conservadas diferencialmente entre las ATPasas de inyectisomas y 

flagelares, tienen un papel importante en su funcionamiento, quizá en el 



reconocimiento de sus sustratos o de otros componentes ya que no se pueden 

reemplazar por el residuo correspondiente entre ambos sistemas de secreción.  

Figura 29. Complementación de la cepa EPEC∆escN. (A) Perfil de secreción de proteínas de 

EPEC∆escN (en medio DMEM a 37 ºC), portadora del plásmido pTrc99A o del plásmido 

pATHescN con el gen escN o las diferentes mutantes puntuales del C-terminal indicadas. 

Tinción con azul de Coomassie. (B) Inmunoreconocimiento con anticuerpos específicos contra 

las proteínas EspB (1:30,000) y EspA (1:50,000) en los sobrenadantes (S) y contra las 

proteínas EspA (1:25 000) y EscN (1:8 000) en las células completas (P). EspC es una proteína 

que no se secreta vía SST3 y se puede considerar como un control interno.  A la izquierda de 

cada panel se indican las masas moleculares correspondientes.    

  

Las otras dos posiciones mutagenizadas en el asa A; T403A y M404A, no 

tuvieron ningún efecto en la secreción de proteínas (figura 29, carriles 10 y 11), 

a pesar de ser residuos expuestos y de encontrarse en la misma asa que las 



posiciones E401 y Y402 (figura 27), es probable que los cambios realizados no 

alteren la conformación del asa A o que estos residuos no contribuyan en la 

interacción con los componentes del SST3. 

Por último, en cuanto a los cambios generados en la posición I414 (α-hélice 

C2); la sustitución por alanina no tuvo ningún efecto sobre la secreción (figura 

29, carril 14) aunque este cambio también se considera conservativo; sin 

embargo, para la mutación I414P se observó un efecto negativo en la secreción 

(figura 29, carril 13), lo que nos indica que la estructura o flexibilidad de la α-

hélice C2 es necesaria para la función de secreción de EscN, aunque resultó 

ser más tolerante a la introducción de un residuo de prolina en comparación 

con la α-hélice C1.  

La presencia de todas las mutantes puntuales se confirmó mediante la 

inmunodetección de EscN en las pastillas celulares (figura 29B, panel inferior).  

Cabe señalar que, a diferencia de lo esperado, el cambio E401A presentó el 

fenotipo más severo, incluso más drástico que la mutación del residuo 

contiguo; Y402A (altamente conservado en todas las ATPasas de SST3, (figura 

24)). Es probable que la carga negativa en dicha posición tenga una función en 

la secreción de proteínas, no obstante la misma posición en las ATPasas 

flagelares funciona de manera adecuada con un residuo de alanina.  

Un fenotipo semejante se observó con la sustitución L395D, al parecer la 

presencia de la carga negativa en dicha posición afecta notablemente la 

función de EscN; sin embargo, en los alineamientos observamos que esto no 

sucede para las ATPasas flagelares. 

 

Caracterización de las mutantes puntuales de EscN con pérdida de 
función  
 

Se analizó con mayor detalle la secreción de proteínas en la cepa 

EPEC∆escN con las seis mutantes puntuales de EscN que afectan la 

exportación vía SST3. Se realizaron ensayos de secreción de proteínas y se 

analizó mediante inmunodetección la salida de proteínas translocadoras y 

efectoras al medio.  



De acuerdo con nuestros resultados anteriores, se observó que las 

mutaciones en EscN V393P, L395D y E401A presentan un comportamineto 

muy similar en el que la secreción se abate y no son capaces de complementar 

a la cepa de EPEC∆escN, en comparación con la proteína EscN silvestre 

(figura 30). Incluso mediante inmunodetección no se detectan las proteínas 

translocadoras EspA y EspB ni las efectoras Tir y EspF (figura 30B). Con 

excepción de la mutación L395D, que presentó una ligera señal con el suero 

contra EspF.  

Estos resultados indican que los cambios en EscN por los residuos 

flagelares (L395D y E401A) presentan los fenotipos más drásticos evitando que 

la ATPasa realice su función adecuadamente, a pesar de que en las ATPasas 

flagelares se utilicen dichos residuos.   

Por otra parte, para las mutaciones en EscN Y402A e I414P, la secreción no 

se pierde por completo y se puede observar una baja cantidad de proteínas 

translocadoras en la tinción con azul de Coomassie (figura 30A). El análisis por 

inmunoreconocimiento confirmó que, aunque a niveles muy bajos en relación 

con la ATPasa silvestre, con las mutantes Y402A e I414P se restaura la 

secreción de proteínas translocadoras y efectoras (figura 30B). 

 
Figura 30. Caracterización de la actividad secretora de las mutaciones en EscN que afectan la 

exportación de proteínas. (A) Perfil de secreción de proteínas de EPEC∆escN (en medio 



DMEM a 37 ºC) portadora del plásmido pTrc99A, el plásmido pATHescN con el gen silvestre y 

las diferentes mutantes puntuales indicadas. Tinción con azul de Coomassie. (B) 

Inmunoreconocimiento con anticuerpos específicos contra las proteínas EspB (1:30,000), EspA 

(1:50.000), Tir (1:4 000) y EspF (1:5 000) en los sobrenadantes (S) y contra las proteínas EspA 

(1:25 000) y EspF (1:4 000) y contra la etiqueta de histidinas (1:10 000) para corroborar la 

presencia de EscN en las células completas (P). A la izquierda de cada panel se indican las 

masas moleculares correspondientes.    

 

Por último, en la complementación con la mutante EscN D411A se observó 

una secreción diferencial de proteínas translocadoras y efectoras; pues la 

secreción de EspB y EspA (figura 30B) se abate casi por completo mientras 

que la secreción de Tir y EspF se observó ligeramente disminuida en 

comparación con la ATPasa silvestre (figura 30B). Los resultados descritos se 

obtuvieron en una condición en la que se secretan al medio principalmente las 

proteínas translocadoras.  

La presencia de EGTA en el medio incrementa la secreción de proteínas 

efectoras y disminuye la de translocadoras in vitro [136]. Se observó que la 

secreción diferencial con la mutante de EscN D411A se mantiene en medio 

DMEM con EGTA (dato no mostrado).  

Los resultados obtenidos con la mutante D411A podrían indicar un defecto 

de la ATPasa en el reconocimiento de las proteínas translocadoras, ya sea 

directo o mediado a través de sus chaperonas. Adicionalmente se consideró 

que en la mutante EscN D411A la interacción con la proteína SepL también 

pudiese encontrarse afectada (ver adelante) pues el perfil de secreción con 

dicha mutante (D411A) es en cierto grado semejante al descrito para las 

mutantes de EPEC en los genes sepD y sepL [136], además de que se ha 

reportado la interacción de las proteínas ortólogas a SepL y EscN en otros 

inyectisomas [108,154,155]. 

La producción de las proteínas EspA y EspF, así como de His-EscN y las 

diferentes mutantes se confirmó mediante la inmunodetección con suero contra 

las proteínas EspA y EspF y con un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas 

en las pastillas celulares (figura 30B). 

 
 
 



 
Purificación y actividad de ATPasa de las mutantes de EscN 
 

A pesar de que las diferentes mutaciones generadas en el dominio C-

terminal de EscN se localizan lejanas al sitio activo de la enzima, se analizó la 

actividad de ATPasa para descartar que el defecto en la secreción estuviese 

relacionado con la catálisis. Las proteínas recombinantes His-EscN y las 

mutantes puntuales V393P, L395D, E401A, Y402A, D411A, además de la 

mutante catalítica K183E (utilizada como control negativo), se purificaron 

mediante cromatografía de afinidad por níquel (figura 30A). La actividad de 

ATPasa se determinó mediante el ensayo de verde malaquita (figura 30B). 

 

 
Figura 30. (A) Purificación de His-EscN y las mutantes puntuales indicadas mediante 

cromatografía de afinidad por níquel, en las mismas condiciones antes descritas para la enzima 

silvestre. Tinción con Coomassie. La masa molecular de referencia se indica a la izquierda. (B) 

Actividad de ATPasa de His-EscN y las mutantes puntuales (0.3 µM) a 37 ºC y 3 mM de ATP. 

La actividad específica se determinó a partir de la pendiente de los cursos temporales 

independientes.  

 



A excepción de la mutante V393P cuya actividad se disminuye a un 67% 

respecto a la de la enzima silvestre, el resto de las mutantes del C-terminal 

presentaron una actividad semejante a la de la enzima silvestre (figura 30B). 

Estos resultados indican que la pérdida de función no se encuentra relacionada 

con un defecto en la actividad enzimática de la ATPasa. Adicionalmente, a 

pesar de que se ha reportado que la mutante L376P en InvC (correspondiente 

a la V393P de EscN) mantiene una actividad de ATPasa como la enzima 

silvestre, nuestros resultados indican que en EscN la mutación equivalente sí 

tiene un efecto en la catálisis (figura 30B).   

 

Interacción del complejo chaperona-efector con EscN 
 

Debido a que nuestra hipótesis considera que el defecto en la secreción de 

las mutantes del C-terminal de EscN está relacionado con el reconocimiento de 

los complejos chaperona-efector, se evaluó la interacción de la proteína 

chaperona CesT con EscN y con las mutantes puntuales V393P y E401A; que 

presentan el fenotipo de pérdida de secreción más severo. A su vez, el cambio 

V393P es el correspondiente a la L376P de InvC, mutante que no reconoce el 

complejo chaperona-efector [98]. Cabe mencionar también que las 

interacciones de la ATPasa EscN con el efector Tir y su proteína chaperona, 

CesT, ya se han reportado previamente [107]. 

Los ensayos de interacción tipo pulldown utilizando la proteína His-EscN y 

las mutantes puntuales V393P y E401A se realizaron siguiendo la metodología 

descrita previamente en este trabajo para la interacción EscN-EscL.  

Para la sobreproducción de CesT se utilizó el plásmido pMTcT (que contiene 

el gen cesT sin ninguna etiqueta en el vector pTrc99AFF4). El lisado celular de 

la cepa de Salmonella SJW1368 expresando el plásmido pMTcT, se mezcló 

con el lisado celular de SJW1368 portadora del plásmido pATHescN o 

pATHescNV393P o pATHescNE401A más la resina de Ni-NTA. Los lisados se 

incubaron durante toda la noche a 4 ºC en agitación. Después de lavar la 

resina se observó la elución de la proteína CesT junto con la recombinante His-

EscN (figura 31A) y no así para la resina de Ni-NTA sola utilizada como control 

negativo (figura 31C).  



Nuestros resultados indican que la recombinante His-EscN V393P es capaz 

de interactuar con la chaperona CesT (figura 31A). Por su parte, la interacción 

con la mutante E401A también resultó positiva (figura 31A). Estos datos 

sugieren que el defecto en la secreción de las mutantes de EscN V393P y 

E401A no se debe a la pérdida de reconocimiento de los complejos chaperona-

efector.  

 
Figura 31. Reconocimiento de la chaperona CesT por EscN. (A) Inmunodetección de CesT en 

los ensayos de interacción con la proteína His-EscN. Los lisados celulares conteniendo a His-

EscN (carril 2), panel superior, o las mutantes puntuales V393P, panel medio o E401A, panel 

inferior, se incubaron con un lisado celular conteniendo a la proteína CesT (carril 1) más la 

resina de Ni-NTA a 4 ºC durante toda la noche. Posteriormente se recuperó la fracción no unida 

(FNU, carril 3) y después de lavar la resina con 40 mM de imidazol (carril 4) las proteínas se 

eluyeron con 400 mM de imidazol (carriles 5). Las muestras se separaron por SDS-PAGE 

(15%), se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se probaron con el suero contra la 

proteína CesT (1:8 000). (B) Inmunodetección de His-EscN de las mismas muestras que en (A) 

con el anticuerpo contra la etiqueta de histidinas (1:10 000), para corroborar la presencia de 

His-EscN en todos los lisados y eluciones. (C) Como control negativo se incubó el lisado celular 

conteniendo a CesT con la resina Ni-NTA sola. Las masas moleculares correspondientes se 

indican a la derecha de cada panel. 

 



La presencia de His-EscN, y las mutantes V393P y E401A en los lisados 

celulares y en las eluciones correspondientes se determinó mediante la 

inmunodetección de las proteínas recombinantes con un anticuerpo contra la 

etiqueta de histidinas (figura 31B). 

Adicionalmente a estos ensayos, en nuestro laboratorio también se 

evaluaron las interacciones de fusiones de EscN y las mutantes V393P, E401A, 

Y402A y D411A a la proteína glutatión S-transferasa (GST), con el complejo 

His-CesT-Tir. 

Para generar las fusiones GST-EscN, se amplificó por PCR el gen escN con 

los oligonucléotidos escNGSTF y escNGSTR y el producto de PCR se clonó en 

el vector de expresión pGEX4-T2 (que incorpora la secuencia de gst en la 

región 5´ del gen clonado), como un fragmento BamHI/PstI (figura 32A). El 

plásmido resultante se nombró pAGescN (figura 32B) y la amplificación 

correcta del gen se corroboró mediante la secuenciación del DNA.  

A través de ensayos de secreción se demostró que la fusión GST-EscN es 

funcional pues complementa la secreción de proteínas de la cepa EPEC∆escN 

(figura 32C). Esto indica que el N-terminal de la ATPasa tolera cambios 

estéricos importantes como la incorporación de una proteína globular de 25 

kDa (GST). 

 
Figura 32. (A) Amplificación por PCR del gen escN, tamaño esperado de 1340 pb (B) Doble 

digestión BamHI/PstI para confirmar la clonación de escN en el vector pGEx4T-2 (4.9 kb). Se 

utilizó como marcador de peso molecular (MPM) 1 kb DNA Ladder (Sigma). (C) Perfil de 

secreción de proteínas de EPEC∆escN (en medio DMEM a 37 ºC) portadora del plásmido 

pATHescN (con el gen silvestre) o pAGescN. Tinción con azul de Coomassie. 



La incorporación de las mutaciones V393P, E401A y Y402A sobre la fusión 

gst-escN, se realizó en nuestro laboratorio mediante la subclonación a partir de 

los plásmidos pATHeNV393P, pATHeNE401A o pATHeNY402A en el plásmido 

pAGescN [143]. Utilizando las proteínas purificadas GST-EscN o V393P o 

E401A o Y402A o D411A y el complejo His-CesT-Tir se evaluó la interacción 

mediante la copurificación de las proteínas de una resina de sefarosa acoplada 

a glutatión. Los resultados obtenidos en el laboratorio por Díaz-Guerrero, M. 

[143] señalan que el complejo His-CesT-Tir interactúa con la ATPasa silvestre y 

también con las cuatro mutantes puntuales analizadas, más no con la proteína 

GST sola.  

Estos resultados en conjunto indican que el defecto en la secreción 

observado con las mutantes del C-terminal de EscN, contrario a lo reportado 

para la mutante de InvC L376P, no se debe a la pérdida de reconocimiento de 

los complejos chaperona-efector. Por lo que el fenotipo observado podría estar 

relacionado con un defecto en la interacción de la ATPasa con otro 

componente del SST3 de EPEC como la proteína Orf15 o la proteína SepL (ver 

discusión). 

 

Interacción de la proteína SepL con EscN 
 

Debido al fenotipo observado en la complementación de la cepa 

EPEC∆escN con la mutante EscN D414A (secreción diferencial de proteínas 

translocadoras y efectoras, figura 29B) y con base en los antecedentes  

[108,136,154,155], se evaluó la interacción de la ATPasa EscN con la proteína 

SepL siguiendo la metodología descrita previamente para la interacción His-

EscN-CesT. 

Para la sobreproducción de SepL se utilizó el plásmido pMTpL (que contiene 

el gen sepL sin ninguna etiqueta en el vector pTrc99AFF4). El lisado celular de 

la cepa de Salmonella SJW1368 conteniendo el plásmido pMTpL se mezcló 

con el lisado celular de SJW1368 portadora del plásmido pATHeNWT o 

pATHeND411A o pATHeNE401A más la resina de Ni-NTA. Los lisados se 

incubaron durante toda la noche a 4 ºC en agitación. Después de lavar la 

resina se observó la elución de la proteína SepL junto con la recombinante His-

EscN (figura 33A) y no así para la resina de Ni-NTA sola (figura 33C). Cabe 



señalar que este es el primer reporte que describe la interacción entre EscN y 

SepL. 

Sin embargo, contrario a lo esperado, la interacción de SepL con la proteína 

His-EscN D414A también resultó positiva (figura 33A), lo que indica que la 

pérdida de secreción de las proteínas translocadoras no es consecuencia de un 

defecto en la interacción con SepL, y probablemente esté asociado al 

reconocimiento per se de los complejos chaperona-translocador. 

 
Figura 33. Reconocimiento de la proteína SepL por EscN. (A) Inmunodetección de SepL en los 

ensayos de interacción con la proteína His-EscN. Los lisados celulares conteniendo a His-EscN 

(carril 2), panel superior, o la mutante puntual D411A, panel inferior se incubaron con un lisado 

celular conteniendo a la proteína SepL (carril 1) más la resina de Ni-NTA a 4 ºC durante toda la 

noche. Posteriormente se recuperó la fracción no unida (FNU, carril 3) y después de lavar la 

resina con 40 mM de imidazol (carril 4) las proteínas se eluyeron con 400 mM de imidazol 

(carriles 5). Las muestras se separaron por SDS-PAGE (15%), se transfirieron a una membrana 

de nitrocelulosa y se probaron con el suero contra la proteína SepL (1:3 000). (B) 

Inmunodetección de His-EscN de las mismas muestras que en (A) con el anticuerpo contra la 

etiqueta de histidinas (1:10 000), para corroborar la presencia de His-EscN en ambos lisados y 

eluciones. (C) Como control negativo se incubó el lisado celular conteniendo a SepL con la 

resina Ni-NTA sola. Las masas moleculares correspondientes se indican a la derecha de cada 

panel. 



La presencia de His-EscN y D411A en los lisados celulares y en las 

eluciones correspondientes se determinó mediante la inmunodetección de las 

proteínas recombinantes con un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas 

(figura 33B). 

Los resultados presentados en esta sección representan el primer análisis 

de la región C-terminal de una ATPasa asociada al SST3 y demuestran la 

importancia funcional de cinco nuevas posiciones identificadas en las α-hélices 

C1 y C2, así como en el asa A que comunica ambas α-hélices. También 

demuestran que el residuo V393 de EscN no es crítico para su función, y 

sugieren que la estructura y/o flexibilidad de la α-hélice C1 (que contiene la 

V393) sí lo es. Además, contrario a lo reportado, el cambio V393P no evita el 

reconocimiento de las proteínas chaperonas. Por último identificamos la 

interacción entre las proteínas EscN y SepL del SST3 de EPEC. Los resultados 

obtenidos en esta sección se resumen en la Tabla 4. 

Actualmente continuamos evaluando en el laboratorio diferentes 

interacciones de la ATPasa EscN y las mutantes puntuales aisladas en este 

trabajo con el fin de determinar las razones por las que afectan la secreción de 

proteínas vía SST3. 

 
Tabla 4. Resumen de resultados obtenidos para las mutaciones puntuales en EscN  

Mutación Ubicación Secreción en 
EPEC∆escN 

Actividad 
de ATPasa 

Interacción 
con CesT 

Interacción 
con SepL 

V393P α-helice C1 NO disminuida Positiva N.D. 

L395D α-helice C1 NO WT Positiva (DG) N.D 

E401A asa A NO WT Positiva  N.D 

Y402A asa A +/- WT Positiva (DG) N.D. 

D411A α-helice C2 s.t. NO ; s.e.+/-  WT N.D. Positiva 

I414P α-helice C2 +/- N.D. N.D. N.D. 

En negritas se indican los cambios por el residuo flagelar correspondiente. s.t. secreción de 
translocadores; s.e. secreción de efectores; WT silvestre; N.D. no determinado; DG resultado 
obtenido en [143] por Díaz-Guerrero.  

 
 
 
 
 



DISCUSIÓN 
 

PARTE I. CARACTERIZACIÓN CINÉTICA Y OLIGOMERIZACIÓN  DE EscN 
 

La ATPasa asociada a los SST3 o inyectisomas es un componente esencial 

para el funcionamiento de estos complejos macromoleculares de secreción. Su 

actividad enzimática se requiere para la formación del sistema, la translocación 

de proteínas y el desarrollo de la infección bacteriana [109,110,116]. A su vez, 

la biogénesis eficiente del SST3 flagelar también requiere de la ATPasa 

asociada al mismo [100,115]. 

La ATPasa es uno de los componentes más conservados de los SST3 

(inyectisomas y flagelares), con una alta similitud a nivel de secuencia primaria  

Además, a nivel atómico presenta también una destacada similitud con las 

subunidades α y β de la F0F1-ATPasa [102,103]. 

La activación catalítica de la ATPasa de secreción tipo III se encuentra 

relacionada con su oligomerización, más probablemente con su 

homohexamerización [80,110]. El dominio N-terminal de la enzima permite la 

hexamerización y es también el sitio de unión de la proteína reguladora, la que 

se propone actúa evitando la oligomerización [81,82,85]. El dominio central 

contiene el sitio activo de la ATPasa, las denominadas cajas de Walker A y B, 

además del asa P [115,116]; y el dominio C-terminal (aunque es el menos 

estudiado) se ha relacionado con el reconocimiento de las proteínas que serán 

secretadas [98].     

A pesar de los grandes esfuerzos realizados para entender el 

funcionamiento del SST3 y el papel específico de la ATPasa asociada a éstos, 

aun resulta poco entendido el mecanismo molecular que permite el 

acoplamiento de la energía de hidrólisis de ATP con el proceso de exportación 

de proteínas.  

En EPEC y el resto de los patógenos A/E, con base en la similitud de 

secuencia, se identificó al producto del gen escN, tercer gen del operón LEE3, 

como la ATPasa asociada a sus respectivos SST3 [128]. En este trabajo se 

realizó una caracterización de la proteína EscN. 

A partir de una proteína recombinante de EscN con 10 histidinas en su 

región N-terminal (His-EscN), la cual se purificó en condiciones nativas (figura 



9), se determinó la actividad de ATPasa de esta proteína y se realizó una 

caracterización cinética de la enzima. 

La funcionalidad de la proteína recombinante His-EscN se corroboró 

mediante ensayos de complementación en la secreción de proteínas de una 

cepa EPEC ∆escN, en la cual restauró los niveles de secreción equivalentes a 

los de la cepa silvestre (figura 10). De la misma forma, se demostró también la 

funcionalidad de una fusión GST-EscN (figura 33). Estos resultados son 

consistentes con reportes previos que señalan que versiones de ATPasas 

recombinantes (de inyectisomas y flagelares) son funcionales con diversas 

etiquetas, inclusive con una fusión a la proteína GST en el N-terminal 

[86,105,115]. Los resultados indican que el extremo N-terminal de las ATPasas 

de SST3 tolera modificaciones importantes, como la incorporación de la 

proteína globular GST de 25 kDa.   

En relación a la catálisis de EscN, calculada a partir de la pendiente de 

cursos temporales independientes, se determinó una actividad específica de 

0.36 ± 0.02 µmolas de Pi hidrolizado min-1 mg-1 de proteína, similar a la 

actividad reportada para otras ATPasas de SST3 [80,115,116]. 

La actividad fue completamente dependiente del cofactor Mg2+ y a pesar de 

que el Mn2+ puede ser utilizado eficientemente por ATPasas Mg2+-dependientes 

[156], para EscN se observó que la eficiencia catalítica disminuye 

considerablemente al utilizar Mn2+ (50 % de la actividad específica, figura 11B). 

Las condiciones óptimas para la reacción de ATPasa de EscN determinadas 

en este trabajo resultaron en un pH de 7.5 y una temperatura de 30-37 ºC 

(figura 11C y D), consistente con el rango en el que se mantiene el pH 

citoplásmico y la temperatura óptima de crecimiento de E. coli [157]. A su vez, 

debido a que la actividad de ATPasa de EscN disminuyó considerablemente a 

42 ºC (figura 11D) es probable que la enzima tenga una baja estabilidad 

térmica o bien, que a dicha temperatura se disocie o desestabilice el oligómero 

en solución.    

A partir de la evaluación de las velocidades iniciales de EscN en función de 

la concentración del sustrato ATP-Mg2+ (figura 11E), se determinó una cinética 

de tipo sigmoide con una Vmax de 0.41±0.01 µmol min-1 mg-1 y una K0.5 de 

0.90±0.05 mM por ATP-Mg2+.  Cabe mencionar que la Vmax estimada para la 



ATPasa flagelar FliI es de 0.2 µmol min-1 mg-1, y con este valor los autores 

concluyeron que dicha actividad de ATPasa puede sustentar la secreción 

proteica durante el ensamblaje del flagelo [115]; no obstante, recientemente se 

considera que la conducción de las proteínas a través del canal central flagelar 

depende principalmente de la fuerza protón motriz [100,101]. 

Por otra parte, el valor del coeficiente de Hill calculado para EscN 

(1.59±0.13) sugiere que la oligomerización estimula la actividad de ATPasa 

(figura 11E). De forma consistente con este resultado, la catálisis en función de 

la concentración de enzima (figura 12A) apoya que la multimerización de EscN 

resulta en formas más activas; lo que además está de acuerdo con resultados 

observados en otras ATPasas [80,110].  

Adicionalmente se calculó para EscN una Ki de 2.06 ± 0.24 mM por ADP-

Mg2+ (figura 11F), lo que indica que el producto de la reacción actúa como un 

inhibidor de la enzima, sin embargo el orden de concentración en el que se 

encuentra dicha Ki demuestra que el ADP-Mg2+ no representa un inhibidor 

potente y que el sustrato (ATP- Mg2+) se puede unir con mayor afinidad a la 

enzima.   

En cuanto a la evaluación del estado oligomérico de EscN, se observó que 

cuando se somete a la proteína purificada a una cromatografía de exclusión 

molecular, ésta se mantiene predominantemente en un estado monomérico; no 

obstante, también se observó una pequeña población correspondiente a una 

forma dodecamérica (figura 12B). De acuerdo con este resultado, la ATPasa 

HrcN de Ps. syringae, además de formar hexámeros, también puede 

autoasociarse en dodecámeros con una actividad de ATPasa incrementada, los 

que aparentemente están constituidos por dos anillos hexaméricos apilados y 

asociados entre sí por el extremo C-terminal de sus subunidades [111] [110]. 

Cabe señalar que el estado hexamérico en otras ATPasas de SST3 tampoco 

se ha conseguido observar mediante cromatografía de filtración en gel 

[80,82,86]. 

Con el objetivo de determinar la existencia de otras formas oligoméricas de 

EscN, se decidió separar a la proteína mediante electroforesis en condiciones 

nativas. La separación de EscN en geles azules nativos (BN-PAGE) reveló la 

presencia de siete diferentes formas activas (figura 13), lo que sugiere la 

existencia de un equilibrio dinámico entre el monómero y el multímero. 



Asimismo, ya que las poblaciones más abundantes corresponden a las de 

menor masa molecular, es probable que la estabilización de la forma 

oligomérica requiera de la asociación con algún componente adicional del 

SST3, como se ha sugerido para la ATPasa flagelar [81].   

Nuestros resultados también indicaron que la población correspondiente al 

hexámero de EscN presentó la mayor actividad de ATPasa en el gel (figura 14), 

a diferencia de lo reportado para la proteína HrcN, en donde el dodecámero 

presenta la actividad más alta [110]. Aunque no es posible descartar cambios 

en el estado oligomérico durante la reacción de ATPasa en el gel, nuestros 

resultados están de acuerdo con el modelo más aceptado que describe un 

homohexámero como el estado funcional de la ATPasa [58,102,103]. La 

consistencia de la forma dodecamérica en EscN que se observó por filtración 

molecular y electroforesis nativa sugiere la asociación de un complejo estable 

que pudiera estar constituido por dos anillos hexaméricos, aunque con una 

actividad reducida (figura 14).    

A pesar de que aun se requieren estudios que determinen fehacientemente 

el estado funcional oligomérico de estas proteínas in vivo, la similitud 

estructural que guardan con las subunidades del sector F1, hace suponer que 

la forma hexamérica es la que se ubica en la base del aparato de exportación y 

permite la secreción de proteínas vía SST3. 

 
 
PARTE II. LA PROTEÍNA EscL INTERACTÚA CON EscN E INHIBE LA 
ACTIVIDAD DE ATPasa  
 

Como se mencionó previamente la proteína reguladora de la ATPasa es uno 

de los componentes menos conservados del aparato de exportación de los 

SST3 [158], lo anterior a pesar de su importante papel en la secreción como lo 

demuestra el fenotipo de una mutante nula en el gen que la codifica 

[40,82,109].  

En nuestro laboratorio mediante un análisis utilizando el programa BLAST 

(NCBI), se identificó que la proteína Orf5 presenta un 17 % de identidad con la 

proteína FliH (reguladora de la ATPasa flagelar) de Thermotoga maritima. 

Además, al alinear múltiples secuencias de proteínas FliH´s con Orf5 de EPEC 



se identificaron residuos conservados apoyando la hipótesis de Orf5 como 

posible ortólogo de FliH. Un estudio bioinformático de la isla LEE de EHEC 

llegó a la misma hipótesis, renombrando el orf5 como escL [128].  

En el presente trabajo se evaluó esta hipótesis de forma experimental, pues 

se desconocía si el mecanismo de inhibición de la ATPasa reportado para el 

SST3 flagelar también se mantenía en los inyectisomas. Sin embargo, cabe 

mencionar que durante el desarrollo de este trabajo, se confirmó la presencia 

de una proteína reguladora de la actividad de ATPasa en el inyectisoma de 

Yersinia, pues la proteína YscL inhibe la actividad de ATPasa de YscN [86].  

Nuestros primeros resultados trabajando con la proteína completa fueron 

infructuosos ya que la proteína recombinante EscL con seis histidinas en el N-

terminal, a pesar de sobreproducirse adecuadamente (figura 16), resultó ser 

sumamente insoluble. Debido a esto no se consiguió purificarla en condiciones 

nativas. Sin embargo, el análisis de hidrofobicidad a partir de la estructura 

primaria de EscL (utilizando la paquetería ProtScale, dato no mostrado) indica 

que la proteína debería mantenerse citoplásmica, por lo que probablemente se 

encuentre formando cuerpos de inclusión. 

En este sentido, la eliminación de los primeros 50 y 89 residuos de EscL nos 

permitió incrementar la solubilidad de la proteína y llevar a cabo la purificación 

de las versiones recombinantes de la misma, His∆50-EscL y His∆89EscL 

(figura 18). Estos resultados están de acuerdo con lo reportado para la proteína 

FliH de Helicobacter pylori [152].  

Posteriormente, se determinó mediante un ensayo de tipo pulldown la 

interacción de EscL y la ATPasa EscN. La retención específica de la proteína 

EscN (sin ninguna etiqueta) por His∆89-EscL (figura 19) confirmó la formación 

de este complejo; y además se demostró que la región C-terminal de EscL es 

la región de la proteína requerida para la interacción con la ATPasa. Estos 

resultados son consistentes con lo reportado para la proteína reguladora 

flagelar FliH [84,152]. También, mediante ensayos de tipo pulldown, 

identificamos que la región N-terminal de EscN es el dominio de la proteína que 

reconoce a EscL (figura 23).  

Finalmente, para evaluar la hipótesis de que EscL actúa inhibiendo la 

actividad de ATPasa de EscN, se utilizaron las proteínas recombinantes 

purificadas en una relación 2:1 de EscL:EscN (relación estimada para el 



complejo FliH:FliI en solución [82]). Se evaluó la actividad de hidrólisis de ATP 

en las mezclas His∆89-EscL:His-EscN y His∆50-EscL:His-EscN (figura 20), y 

los resultados revelaron que EscL tiene un efecto negativo sobre la catálisis de 

EscN, inhibiendo hasta en un 86% la actividad de ATPasa. Esto sugiere 

fuertemente que la proteína EscL corresponde a la reguladora de la ATPasa en 

el SST3 de EPEC y que los mecanismos de inhibición de la ATPasa se 

encuentran conservados en los diferentes SST3. 

Por otra parte, ya que los primeros 89 residuos de EscL no se requieren para 

inhibir a EscN, estos resultados y los obtenidos previamente [84] sugieren 

fuertemente una función distinta del N-terminal de EscL en el funcionamiento 

del SST3. Es muy probable que la proteína reguladora esté relacionada con 

eventos adicionales a los de la inhibición de la ATPasa. 

En relación con lo anterior, por ejemplo, se sabe que el extremo N-terminal 

de la proteína reguladora interactúa con el anillo citosólico del SST3 y se 

propone que de esta forma se recluta a la ATPasa, incrementando su 

concentración en la base del sistema [88]. Esta localización le permitiría a la 

ATPasa reconocer a las proteínas a ser secretadas y dirigirlas a la base del 

canal de exportación de forma más eficiente para su secreción [58]. 

Recientemente se identificó la existencia de cierta similitud de secuencia 

entre la región N-y C-terminal de la proteína reguladora con las subunidades b 

y δ de la F0F1-ATPasa, respectivamente [151]. Las subunidades b y δ 

componen el cuello lateral de la ATP sintasa, que conecta el sector F1 con el 

F0, funcionando como un estator que evita la rotación de F1 durante la síntesis 

o hidrólisis de ATP [159,160]. Tanto la subunidad b como las proteínas 

reguladoras tienen una estructura elongada y forman homodímeros 

[83,161,162], mientras que la subunidad δ se asocia con la región N-terminal de 

las subunidades α y β [162]. De modo semejante, el C-terminal de la proteína 

reguladora de los SST3 interactúa con el N-terminal de la ATPasa (nuestros 

resultados) y los publicados para el SST3 flagelar [84,152], y también se ha 

reportado que la ATPasa no puede asociarse eficientemente al aparato 

secretor en ausencia de la proteína reguladora [87]. Todas estas evidencias en 

conjunto sugieren que la proteína reguladora también pudiera funcionar como 

un cuello que ancla a la ATPasa a la base del canal secretor; aunque debido a 



que se desconoce si el hexámero de la ATPasa de SST3 genera torque 

durante la catálisis, la función de la proteína reguladora como estator resulta 

todavía especulativa. 

Evidencias adicionales que sugieren una participación directa de la proteína 

reguladora en la secreción proteica son: el fenotipo de la mutante nula en el 

gen que las codifica [40], la asociación de ésta con el dominio soluble de la 

proteína que compone la entrada al canal secretor (FlhA/YscV) [70]; y por otra 

parte, la identificación de la proteína reguladora asociada a los complejos 

ATPasa-chaperona-sustrato [54,163]. 

En nuestro laboratorio se pretende evaluar la actividad de ATPasa del 

complejo EscN-EscL en presencia de otros componentes del SST3 

(principalmente con Orf15, ver más adelante), para tratar de entender mejor el 

mecanismo que permite la activación de EscN en presencia de EscL.  

 

 

PARTE III. ANÁLISIS MOLECULAR DEL DOMINIO C-TERMINAL DE EscN 
 

El dominio C-terminal de la ATPasa del SST3 es el menos estudiado y su 

función aun es poco entendida. Sin embargo, es en este dominio en donde se 

ha descrito un sitio potencial para la unión de las proteínas chaperonas en las 

ATPasas InvC y EscN [98,103]. En este trabajo, con el fin de entender mejor la 

función del C-terminal de estas ATPasas, se decidió caracterizar dicha región 

en la proteína EscN.  

La elaboración de alineamientos de secuencia múltiples de diferentes 

ATPasas del SST3 de bacterias pertenecientes a diferentes grupos 

taxonómicos (alfa-, beta-, gama- y delta-proteobacteria), nos permitió identificar 

una serie de residuos conservados entre ATPasas flagelares y de 

inyectisomas, así como otros residuos conservados diferencialmente entre 

estos dos grupos de proteínas (figura 25). Las posiciones conservadas se 

localizan principalmente en las α-hélices C1 y C2, así como en el asa que 

comunica dichas α-hélices, denominada asa A en este trabajo. De acuerdo con 

la ubicación que guardan estos residuos en el modelo del homohexámero de 

EscN (figura 27) y lo reportado para InvC [98], esta región podría representar 



un probable sitio de reconocimiento de las proteínas chaperonas (solas o en 

complejo con sus sustratos).   

Para confirmar la importancia del dominio C-terminal en la función de la 

ATPasa, específicamente de las posiciones conservadas identificadas en este 

estudio, se generaron una serie de mutaciones puntuales en este dominio de 

EscN y se evaluó la funcionalidad de las mismas en un ensayo de 

complementación de una cepa de EPEC∆escN.  

El análisis de los perfiles de secreción de las proteínas mutantes de EscN 

(en el fondo genético EPEC∆escN) nos permitió determinar que los cambios en 

EscN: L395D (de la α-hélice C1); E401A y Y402A (del asa A); y D411A e I414P 

(de la α-hélice C2), tienen un efecto negativo sobre la secreción de proteínas 

vía SST3 (figura 29 y 30).  

Además, de forma consistente con lo reportado [98,103], la mutante de EscN 

V393P es incapaz de complementar la secreción de proteínas. Sin embargo, 

nuestros resultados sugieren que la pérdida de función de EscN V393P es 

consecuencia de la alteración estructural de la α-hélice C1 y los residuos 

consecutivos (asa A), debida a la introducción del residuo de prolina, como se 

logró verificar al realizar un alineamiento estructural de las ATPasas EscN y FliI 

(figura 26). Incluso, en este trabajo se demostró que dicho residuo per se no es 

crítico para la función de la proteína pues tolera un cambio no conservativo 

como es V393N, así como la sustitución V393A (figura 29). 

Debido a que nuestros resultados indican que la estructura de la región de la 

α-hélice C1 es importante para la función de complementación de EscN, se 

introdujo también un residuo de prolina en la α-hélice C2 (I414P). Esta 

mutación también presentó un efecto negativo sobre la secreción de proteínas, 

sin embargo, no abate totalmente la secreción (figura 29 y 30), lo que indica 

que la estructura y/o flexibilidad de la α-hélice C1 tiene una mayor importancia 

para el funcionamiento de la ATPasa en comparación con la α-hélice C2.  

Interesantemente, las α-hélices del C-terminal de las subunidades β que 

corresponden a la α-hélice C1 y C2 de las ATPasas del SST3, tienen 

importantes cambios conformacionales que están acoplados con la rotación de 

la subunidad γ [159]. Con base en lo anterior, se sugiere que la hidrólisis de 

ATP podría inducir cambios conformacionales en la α-hélice C1 de la ATPasa 



del SST3, facilitando la disociación de ésta de los sustratos a secretarse y 

permitiendo la entrada de los sustratos al canal secretor [58]. Esta hipótesis, 

que es consistente con nuestros resultados, explicaría la pérdida de secreción 

que determinamos por la afectación estructural de dicha región. 

Por otra parte, consideramos también la hipótesis de que las α-hélices C1 y 

C2, y principalmente el asa A de las ATPasas del SST3, funcionen de manera 

semejante al mecanismo que se ha propuesto para la familia de ATPasas 

hexaméricas AAA+, como las proteínas HslU y ClpX. En dicho modelo cada 

monómero posee un asa flanqueada por dos residuos de glicina además de 

una tirosina central conservada y expuesta (la búsqueda de un motivo 

semejante en la ATPasa del SST3 nos permitió identificar el asa A, figura 25). 

En las ATPasas AAA+, dicha asa contacta y transporta los polipétidos por 

medio de movimientos hacia arriba y abajo, al interior del poro central del 

homohexámero [114,164,165]. Asimismo, un modelo muy semejante (que 

involucra dos α-hélices conectadas por una asa con un residuo aromático 

conservado) se ha propuesto para la translocasa SecA, proteína que acopla la 

hidrólisis de ATP con el movimiento de polipéptidos a través de un conducto 

membranal constituido por el complejo SecYEG [166]. 

Cabe señalar que en las AAA+ ATPasas y en SecA, de modo semejante con 

nuestros resultados en EscN, el residuo aromático del asa no puede ser 

intercambiado por un aminoácido pequeño [164,166-168]. Lo que sugiere un 

probable mecanismo general conservado para el movimiento de polipéptidos 

en estos tres grupos de ATPasas.   

Por otro lado, nuestros resultados indican que los cambios en EscN: V393A 

y V393N (de la α-hélice C1); G400A, T403A y M404A (del asa A); I414A (de la 

α-hélice C2); y Q426A (del asa B) no tienen un efecto sobre la función de EscN 

en la secreción de proteínas y se puede considerar que dichas mutantes 

puntuales se comportan como la enzima silvestre (figura 29). Sin embargo, 

dentro de este grupo de proteínas mutantes sin fenotipo, los cambios V393A, 

G400A e I414A pueden considerarse conservativos (residuos hidrofóbicos), y 

probablemente por tal razón, no presenten un efecto negativo. En el caso de 

los residuos T403 y M404, es probable que al sustituirlos por alanina no hayan 

tenido un efecto (a pesar de estar expuestos en la molécula de EscN), porque 



dichas posiciones no se encuentran conservadas entre las ATPasas de SST3 y 

puedan tolerar diferentes cambios (figura 25, 27 y 29).  

Asimismo, la mutación no conservativa Q426A no tuvo un efecto negativo en 

la secreción de proteínas, a pesar de que este residuo se encuentra 

conservado en todas las ATPasas de SST3 y de que se considera que el 

oxígeno del grupo carbonilo de esta glutamina puede formar un puente de 

hidrógeno con el nitrógeno 6 del anillo de adenosina del ATP [103].  

Finalmente, el fenotipo determinado para la sustitución V393N (como ya se 

mencionó) indica que dicha posición, contrario a lo reportado para InvC [98], no 

es crítica para la función de la ATPasa y muy probablemente tampoco 

represente el sitio de reconocimiento en la ATPasa para los complejos 

chaperona-sustrato (ver más adelante). 

En cuanto a las mutaciones en EscN que presentan residuos conservados 

diferencialmente en las ATPasas de inyectisomas y flagelares (L395D y 

E401A), interesantemente se observó que estos cambios tuvieron los efectos 

más severos sobre la función de la proteína (figura 30); a pesar de que las 

ATPasas flagelares funcionan con los residuos que se incorporaron en EscN, 

es decir el Asp en lugar de la Leu395 y la Ala en lugar del Glu401. Es probable 

que dichos residuos participen en la interacción con componentes específicos 

de cada tipo de SST3 y por tal motivo su reemplazo provoca la pérdida de 

función en la ATPasa ortóloga. En este sentido, se sabe que la ATPasa flagelar 

no puede funcionar en el inyectisoma y viceversa (Andrade, A. datos no 

publicados) [101], por lo que podemos especular que una de las razones que lo 

evita puede involucrar las posiciones divergentes del C-terminal identificadas 

en este trabajo; aunque el dominio N-terminal muy probablemente también 

tenga un papel importante en el reconocimiento específico de la ATPasa por su 

SST3 correspondiente [87,88].  

Para la mutante EscN D411A se observó una secreción diferencial de 

proteínas translocadoras y efectoras (figura 30B), siendo la secreción de las 

primeras la más afectada. Este resultado sugiere un papel de la α-hélice C2 en 

el reconocimiento de las proteínas translocadoras, solas o en complejo con sus 

respectiva chaperonas. Debido a esto, una posible interacción que podría 

encontrarse afectada en esta mutante sería con la proteína SepL (componente 

del SST3 que participa en la regulación de la secreción diferencial de proteínas 



translocadoras y efectoras, [136]); siendo además que la interacción entre 

estas proteínas (SepL-EscN), ya ha sido reportada para las proteínas ortólogas 

de otros inyectisomas [108,154,155]. Adicionalmente, aunque no se había 

descrito previamente para el SST3 de patógenos A/E, nuestros resultados 

confirmaron que la ATPasa EscN interactúa con la proteína SepL (figura 34). 

Sin embargo, cuando se evaluó la interacción de SepL con la mutante EscN 

D411A, se observó que ésta no se encuentra afectada en comparación con la 

enzima silvestre (figura 34). Posteriormente sería interesante evaluar la 

interacción de EscN D411A con la chaperona de una proteína translocadora 

(sola o en complejo con su sustrato). 

Un aspecto que es importante mencionar es el hecho de que todas las 

mutantes puntuales de EscN se produjeron en cantidades similares a la enzima 

His-EscN silvestre y resultaron ser proteínas estables (figura 29 y 30), por lo 

que su defecto en la secreción no se puede atribuir a inestabilidad o a su falta 

de expresión.  

Adicionalmente, las mutantes puntuales se purificaron (figura 31A) y se 

determinó su actividad de ATPasa para también poder descartar un defecto en 

la catálisis. De acuerdo con nuestros resultados, la mayoría de las mutantes 

puntuales del C-terminal tienen una actividad hidrólitica semejante a la de la 

enzima silvestre, lo que indica además la existencia de oligomerización. La 

excepción fue la mutación EscN V393P que presentó una actividad disminuida 

(67% de la silvestre), contrario a lo reportado para la mutación equivalente en 

InvC [105]. La diferencia entre estos resultados puede indicar propiedades 

particulares de cada enzima o quizá sea consecuencia de los diferentes 

métodos de determinación de la actividad enzimática. 

A su vez, es posible que la disminución en la actividad de ATPasa de la 

mutación V393P en EscN sea consecuencia de su mayor susceptibilidad a 

proteólisis y  menor estabilidad térmica (como ha sido reportado), a pesar de 

presentar un patrón de dicroísmo circular muy semejante al de la enzima 

silvestre [103]. 

Por último, se evaluó la interacción de la ATPasa silvestre y de las mutantes 

puntuales del C-terminal con la proteína chaperona CesT, pues de acuerdo a la 

localización de los residuos mutagenizados en EscN (figura 27) y a lo reportado 

para InvC [98], se consideró la hipótesis de que el efecto negativo en la 



secreción de proteínas que observamos con las mutantes generadas, 

corresponde a la pérdida de interacción de la ATPasa con los complejos 

chaperona-sustrato. Sin embargo, contrario a lo esperado se observó que las 

mutantes His-EscN V393P y E401A mantienen la interacción con la chaperona 

CesT (figura 32), lo que indica que el reconocimiento de las proteínas 

chaperonas no se encuentra afectado en dichas mutantes.  

Además, en nuestro laboratorio se confirmó la interacción de las proteínas 

GST-EscN y las correspondientes mutantes GST- V393P, E401A, Y402A y 

D411A con la proteína His-CesT sola o en complejo con el efector Tir, por 

medio de ensayos tipo pulldown utilizando a las proteínas purificadas [143]. 

 Nuestros resultados en conjunto sugieren que la región de interacción con 

las proteínas chaperonas en las mutantes del C-terminal de EscN no se afectó, 

y que la pérdida de secreción se debe probablemente al defecto de interacción 

con alguna o algunas otras proteínas del SST3. Por ejemplo, la interacción con 

la proteína Orf15, componente esencial del SST3 de EPEC (aunque de función 

desconocida) (Romo, M, datos no publicados) [40], y posible ortóloga de FliJ 

(tabla 1). 

En relación con lo anterior en el flagelo se ha reportado la interacción de la 

ATPasa FliI con la proteína FliJ e incluso la formación de un complejo FliI-FliH-

FliJ, que se piensa asiste en el direccionamiento de los sustratos flagelares 

hacia el aparato de exportación [58,72]. Además, recientemente se reportó 

para el inyectisoma de Chlamydophila pneumoniae que la proteína Cpn0706 

(correspondiente a Orf15) interactúa con la región C-terminal de la ATPasa, 

CdsN [108]. 

En este sentido, resultados preliminares evaluando las interacciones de las 

recombinantes His-EscN o V393P, producidas en conjunto con las proteínas 

del SST3 en una cepa de EPEC∆escN, indican que His-EscN interactúa con 

Orf15, y no así la mutante puntual His-EscN V393P (dato no mostrado). Se 

considera probable (debido a su localización), que las mutantes de EscN 

L395D, E401A y Y402A tampoco interactúen con Orf15, y que por tal motivo 

dichas mutantes no sean funcionales y no complementan a una cepa 

EPEC∆escN. Para la conclusión de este proyecto se continuará estandarizando 

dicho ensayo y se evaluará la interacción de la proteína Orf15 con todas las 



mutantes de la ATPasa generadas en este estudio que no complementan la 

secreción.  

De acuerdo con estos resultados, en el sistema flagelar se piensa que la 

proteína FliJ pudiera tener un papel semejante al de la subunidad γ de la F0F1-

ATPasa [169,170] (subunidad que acopla el gradiente electroquímico con la 

rotación de las subunidades α y β durante la síntesis de ATP [159,160]). 

Además también en este sistema, la interacción de FliJ con la ATPasa FliI se 

ha relacionado con la α-hélice C1 de FliI (Minamino, T., comunicación 

personal). Sin embargo, para que FliJ pudiese tener una función semejante a la 

subunidad γ, la orientación del homohexámero de la ATPasa del SST3 debería 

ser equivalente a la de las subunidades α y β, es decir, con el C-terminal hacia 

la membrana plasmática y el N-terminal hacia el citosol [171], lo cual es 

diferente de como se visualiza actualmente.  

En cuanto a las mutantes puntuales de la α-hélice C2 (D411A e I414P) 

debido a su localización podemos especular que el defecto en su funcionalidad 

pudiese encontrarse relacionado con otra interacción. Por ejemplo, se ha 

descrito la interacción de la ATPasa FliI con las regiones solubles de las 

proteínas ortólogas de EscU (FlhB) y EscV (FlhA) [72,73,109] así como la 

interacción de la ATPasa Spa47, del inyectisoma de Shigella, con la proteína 

Spa33 (correspondiente a EscQ de EPEC), proteína que se predice forma un 

anillo citosólico en la base del inyectisoma [127]; además resultados 

preeliminares en nuestro laboratorio indican la interacción de las proteínas 

EscN y EscQ. Otra interacción que sería interesante evaluar es con la proteína 

EscD, pues para el inyectisoma de C. pneumoniae se reportó la interacción de 

la proteína correspondiente, CdsD con la ATPasa CdsN [108].   

Finalmente, los antecedentes publicados y los resultados obtenidos en este 

trabajo todavía no son suficientes para discriminar entre dos posibles modelos 

que explicarían el mecanismo de acoplamiento de la energía química de 

hidrólisis del ATP y la secreción de proteínas.  

En el primero de éstos, el homohexámero de la ATPasa del SST3 se orienta 

con su C-terminal hacia el aparato de exportación y el N-terminal hacia el 

citosol bacteriano (de modo semejante a las subunidades α y β de F1). En este 

caso, es probable que la interacción con la proteína reguladora pudiera 



estabilizar la localización de la ATPasa; y por otra parte, la proteína FliJ/Orf15 

(flagelo/inyectisoma) se ubicaría en el interior del homohexámero y quizá 

podría acoplar la energía de la FPM con la catálisis de la ATPasa (de modo 

semejante a como actúa la subunidad γ en F1), provocando cambios 

importantes en su región C-terminal que inducirían la disociación del complejo 

chaperona-sustrato y la incorporación inicial de este último a la entrada del 

canal secretor. La FPM energizaría el resto del desplegamiento y conducción 

de los sustratos a través del SST3.  

A pesar de que las similitudes estructurales de las ATPasas de los SST3 con 

las subunidades α y β [102,103]; de la proteína FliJ con la subunidad γ [169]; y 

la similitud de secuencia de la proteína reguladora  con las subunidades b y δ 

[151] representan un argumento que favorece un mecanismo de acción en el 

que estas tres proteínas asociadas a los SST3 operan de modo similar a la F0-

F1 ATPasa, no se han identificado proteínas del SST3 que pudiesen acoplar el 

flujo de protones con la rotación de FliJ/Orf15, es decir las proteínas 

correspondientes a las subunidades ε, a y c de la F0-F1 ATPasa. 

En cuanto al segundo modelo, el homohexámero de la ATPasa se orientaría 

con su N-terminal hacia el aparato de exportación y el C-terminal hacia el 

citosol bacteriano. En este caso se puede suponer que una vez que la ATPasa 

reconoce a las proteínas a secretarse las disocia de sus chaperonas e inicia la 

incorporación de las mismas al canal interior del homohexámero de la ATPasa 

mediante movimientos del C-terminal, principalmente del asa A (semejante al 

mecanismo propuesto para las AAA+ ATPasas), siendo el canal del 

homohexámero de la ATPasa un pasaje continuo hacia el canal secretor del 

sistema. Esto significaría que la proteína FliJ/Orf15 no se localiza al interior del 

homohexámero de la ATPasa y que su función podría entonces estar 

relacionada con la activación de la ATPasa, quizá liberando la represión 

catalítica mediada por la proteína reguladora. Un argumento que favorece este 

modelo es la localización membranal de la ATPasa relacionada con su región 

N-terminal [105].  

Por último, ciertos aspectos necesarios para validar o descartar alguno de 

estos modelos son determinar el estado oligomérico y la orientación espacial 

de la ATPasa en la base del sistema, además de la estequiometría del 



complejo multiproteico ATPasa-proteína reguladora-FliJ/Orf15, así como 

evaluar la actividad de ATPasa de dicho complejo. Por otra parte, conocer las 

funciones de las otras proteínas que conforman el aparato de exportación 

representa otro de los grandes retos a futuro para entender el funcionamiento 

de los SST3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

CONCLUSIONES 
 

EscN es la ATPasa asociada al SST3 de EPEC, y los valores catalíticos 

determinados en este trabajo indican que es una enzima semejante a la 

descrita en otros SST3. 

 La actividad de ATPasa de EscN es dependiente de su concentración, lo 

que indica que su activación se relaciona a la formación de oligómeros. De 

hecho, EscN puede autoasociarse en diferentes formas oligoméricas, siendo la 

forma hexamérica la de mayor actividad hidrolítica, Debido a esto, y a su 

similitud con las subunidades α y β del sector F1 de la ATPasa, proponemos 

que la forma funcional de EscN es el homohexámero. 

La proteína EscL interactúa a través de su región C-terminal con el dominio 

N-terminal de EscN, y es la proteína reguladora negativa de EscN en el SST3 

de EPEC ya que inhibe la actividad de ATPasa. 

La mayoría de los residuos de la región C-terminal de EscN que están 

altamente conservados, se ubican en las α-hélices C1, C2 y el asa A del C-

terminal de las ATPasas de SST3, se encuentran expuestos en el modelo del 

homohexámero y son importantes para la función de la proteína.  

En EscN los cambios V393P, L395D, E401A, Y402A, D411A e I414P tienen 

un efecto negativo sobre la secreción de proteínas vía SST3, a pesar de no 

afectar la estabilidad de la proteína y de mantener una actividad hidrolítica 

semejante a la de la enzima silvestre.  

Contrario a lo planteado en la hipótesis y a los antecedentes de la literatura, 

el defecto de las mutaciones en el C-terminal de EscN no está relacionado con 

el reconocimiento de los complejos chaperona-efector.  

Como se ha descrito en diferentes SST3 la ATPasa asociada a éstos es una 

proteína que participa en múltiples interacciones, en este trabajo se 

identificaron tres nuevas interacciones para la proteína EscN con las proteínas 

EscL, SepL y Orf15.  

 
 
 
 



 
PERSPECTIVAS 

 
Para entender mejor el papel de la proteína EscL en el funcionamiento del 

SST3 se plantea realizar una mutante nula del gen escL, evaluar su fenotipo y 

la complementación de la misma con el gen silvestre y los recortes generados 

en este estudio. Además de evaluar el efecto dominante negativo de EscL y de 

los recortes generados sobre la cepa EPEC silvestre.  

Para estudiar el estado oligomérico del complejo EscL-EscN se plantea 

correr muestras de las proteínas formando el complejo en una columna de 

filtración en gel o mediante electroforesis nativa y en segunda dimensión. El 

uso de entrecruzadores podría incrementar la estabilidad del complejo, y ser 

una herramienta útil.  

Evaluar la actividad de ATPasa de EscN en complejo con EscL al adicionar  

algúna proteína del SST3 la cual pudiese desreprimir la actividad enzimática de 

EscN, por ejemplo con alguna proteína chaperona o la proteína Orf15. 

Con la finalidad de conocer el defecto en la función de las diferentes 

mutantes puntuales del C-terminal de EscN se continuará evaluando las 

interacciones de la ATPasa con diferentes componentes del SST3, por ejemplo 

con las proteínas Orf15, SepL y EscQ además de una chaperona de una 

proteína translocadora. Se plantea la construcción de plásmidos bicistrónicos 

que coeexpresen el gen escN junto con el gen orf15 o sepL que faciliten la 

evaluación de las interacciones. 

Para determinar la orirentación de la ATPasa en la base del aparato de 

exportación se propone evaluar la interacción de los recortes de EscN 

generados en este estudio con las regiones solubles de las proteínas EscU y 

EscV. 

 
 
 
 
 
 

 



 

 

Apéndice 1. Repertorio de efectores de EPEC E2348/69 y sus características 
funcionales conocidas, adaptada de [172]. 

Efector Función celular/fisiológica 

Tir 
Polimerización de actina, disrupción de uniones estrechas, eliminación de 

microvellosidades, inactivación de SGLT-1 

Map Disfunción mitocondrial , disrupción de uniones estrechas 

EspB Formación de poro, disrupción de actina , anti-fagocitosis 

EspF 

Apoptosis, Disrupción de uniones estrechas, eliminación de microvellosidades, 

inactivación de SGLT-1, disfunción mitocondrial, maduración del pedestal, 

redistribución de acuaporinas, remodelación membranal, activación de N-

WASP 

EspH Disrupción del citoesqueleto, modulador de la dinámica de actina 

EspG, EspG2 
Disrupción de uniones estrechas y microtúbulos, redistribución de acuaporinas, 

formación de fibras de estrés, afecta la permeabilidad celular 

NleH1, NleH2 Pro-inflamatoria 

EspJ Anti- fagocitosis 

NleA (EspI) Inhibición en la secreción de proteínas, afecta el aparato de Golgi 

EspZ, NleB1, NleB2, 

NleC, NleD, NleG, 

NleF, EspL2 

Desconocida 

NleE1, NleE2 Migración transepitelial de polimorfonucleares 

*En negritas se marcan los efectores codificados dentro de la isla LEE. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Apéndice 2. Lista de oligonucleótidos utilizados en este estudio 

nombre secuencia secuencia de 
restricción 

escNFw 5´ AGGAACGGCATATGATTTCAGAGC 3´ NdeI

escNRv 5´ ACTGTCCAGGATCCTCAGGCAACC 3´ BamHI

escNGSTF 5´ GAAGGATCCATGATTTCAGAGCATG 3´ BamHI

escNGSTR 5´ CTGCTCGAGATACTCAGGCAACCAC 3´ XhoI

orf5BamF 5´ CCAACTCGGATCCATGATTTAT 3´ BamHI

orf5SalR 5´ GTCATTAATGTCGACATATCATCA 3´ SalI

L51escL       5´ CTGATGATATTGGATCCCTGGCTCG 3´ BamHI

R90escL 5´ CAATGAGAGAAAGGATCCCGAAAA  3´ BamHI

escLPst 5´ CATTAATTGCTGCAGATCATCATTC 3´ PstI

escNGLY42 5´ CAAGATTATCCATATGGGCGGGAC 3´ NdeI

escNEND372 5´ CGCAAAGGATCCGATCAAACAACG 3´ BamHI

nombre secuencia mutación que 
incorporan 

FENK183E 5´ GGTTCAGGCGTTGGTGAAAGTACGCTTTTGG 3’ 

RENK183E     5’ CCAAAAGCGTACTTTCACCAACGCCTGAACC 3’ 
Lys183Glu 

 

FENV393P 5´ GCAACTTATAAAAATCCTGAGCTGCTTATTCG 3´ 

RENV393P 5’ CGAATAAGCAGCTCAGGATTTTTATAAGTTGC 3’ 
Val393Pro 

NV393NFW 5’ GCAACTTATAAAAATAATGAGCTGCTTATTCG 3’ 

NV393NRV 5’ CGAATAAGCAGCTCATTATTTTTATAAGTTGC 3’ 
Val393Asn 

NV393AFW 5’ GCAACTTATAAAAATGCTGAGCTGCTTATTCG 3’ 

NV393ARV 5’ CGAATAAGCAGCTCAGCATTTTTATAAGTTGC  3’ 
Val393Ala 

NL395DFW 5’ TATAAAAATGTTGAGGATCTTATTCGTATTGGT 3’ 

NL395DRV 5’ ACCAATACGAATAAGATCCCTATTATTTTTATA 3’ 
Leu395Asp 

NG400AFW 5’ CTGCTTATTCGTA TTGCTGAGTA CACGATGGG 3’ 

NG400ARV 5’ CCCATCGTG TACTCAGCAA TACGAATAAGCAG 3’ 
Gly400Ala 

NE401AFW 5’ CTTATTCGTATTGGTGCGTACACGATGGGGC 3’ 

NE401ARV 5’ GCCCCATCGTGTACGCACCAATACGAATAAG 3’ 
Glu401Ala 

NY402AFW 5’ ATTCGTATTGGTGAGGCCACGATGGGGCAAGA 3’ 

NY402ARV 5’ TCTTGCCCCATCGTGGCCTCACCAATACGAAT 3’ 
Tyr402Ala 

NT403AFW 5’ CGTATTGGTGAGTACGCGATGGGGCAAGATCC 3’ 

NT403ARV 5’ GGATCTTGCCCCATCGCGTACTCACCAATACG 3’ 
Tre403Ala 



NM404AFW 5’ ATTGGTGAGTACACGGCGGGGCAAGATCCTGA 3’ 

NM404ARV 5’ TCAGGATCTTGCCCCGCCGTGTACTCACCAAT 3’ 
Met404Ala 

ND411AFW 5’ GATCCTGAAGCAGCTAAGGCAATAAAAAATAG 3’ 

ND411ARV 5’ CTATTTTTTATTGCCTTAGCTGCTTCAGGATC 3’ 
Asp411Ala 

NI414AFW 5’ GAAGCAGATAAGGCAGCAAAAAATAGGAAATT 3’ 

NI414ARV 5’ AATTTCCTATTTTTTGCTGCCTTATCTGCTTC 3’ 
Ile414Ala 

NI414PrFW 5’ GAAGCAGATAAGGCACCAAAAAATAGGAAATT 3’ 

NI414PrRV 5’ AATTTCCTATTTTTTGGTGCCTTATCTGCTTC 3’ 
Ile414Pro 

NQ426AFW 5’ CAGAACTTTATACAAGCAAGCACCAAAGATATC  3’ 

NQ426ARV 5’ GATATCTTTGGTGCTTGCTTGTATAAAGTTCTG  3’ 
Gln426Ala 
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