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RESUMEN 

Escherichia coli enteropatógena (EPEC) es una bacteria Gram-negativa asociada a la 

aparición de diarrea en niños menores de seis meses de edad en países en vías de 

desarrollo. EPEC, junto con el agente causal del síndrome urémico hemolítico Escherichia 

coli enterohemorrágica (EHEC) y Citrobacter rodentium forman parte de la familia de 

patógenos A/E, los cuales inducen lesiones caracterizadas por la destrucción de las 

microvellosidades y la alteración de la red citoesquelética de actina del enterocito, seguido 

por la acumulación de actina debajo de la bacteria adherente. Las proteínas involucradas 

en la formación de estas lesiones están codificadas dentro de una isla de patogenicidad 

denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement). El LEE está organizado en cinco 

operones principales (LEE1-LEE5), los cuales codifican para un sistema de secreción tipo 

3 (SST3), así como proteínas efectoras, chaperonas y los reguladores transcripcionales 

Ler, GrlA y GrlR.  

GrlA es un regulador positivo capaz de activar a ler al unirse directamente sobre su región 

reguladora; Ler a su vez activa al resto de los operones del LEE, incluyendo a grlRA, al 

contrarrestar la represión ejercida por la proteína H-NS sobre sus promotores. GrlA y Ler 

forman un circuito de regulación positiva, en el que las dos proteínas se regulan 

recíprocamente al contrarrestar el efecto negativo de H-NS. GrlA es capaz de formar 

heterodímeros con el represor de la isla GrlR y además está involucrada en la regulación 

de otros blancos fuera del LEE. 

El presente trabajo tuvo como objetivo la construcción y caracterización funcional de 

mutantes puntuales de GrlA de EPEC, con el fin de identificar residuos de aminoácidos 

importantes en la capacidad de la proteína de activar a ler y de interactuar con GrlR. Se 

construyeron 10 mutantes sitio dirigidas, 5 en el motivo HTH de unión a ADN y 5 en el 

extremo carboxilo terminal de la proteína, además de dos recortes en esta misma región 

de GrlA. Mediante ensayos de activación de una fusión transcripcional de ler al gen 

reportero cat, se encontró que los residuos Y61 y R65 son importantes en la capacidad de 

GrlA para activar a ler. También se demostró que los últimos 6 aminoácidos de GrlA son 

cruciales para su actividad, en particular los residuos R133 y K134. No obstante, ninguna 

de las mutantes aquí reportadas afectó la capacidad de GrlA de interactuar con GrlR, 

según lo obtenido a través de los ensayos de interacción tipo “pull-down”.  
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2. INTRODUCCIÓN 

 

2.1. Escherichia coli, de bacteria comensal a patógena. 

La bacteria Gram-negativa Escherichia coli forma parte de la flora del tracto intestinal 

humano, siendo uno de los primeros microorganismos en colonizarlo a las pocas horas 

después de nacer (Kaper et al., 2004). Las E. coli encontradas en individuos sanos 

mantienen una relación comensalista con su huésped sin causarle cuadros clínicos 

importantes (Nataro y Kaper, 1998). Sin embargo existen variantes patógenas de E. coli, 

las cuales comparten con las bacterias comensales componentes genómicos esenciales 

tales como genes involucrados en el metabolismo, en la replicación, en la división celular, 

así como los necesarios para la supervivencia dentro del intestino (Dobrindt et al., 2004). 

En las versiones patógenas no obstante, el bloque genómico común está modificado por 

la inserción de islas genómicas (genomic islands, GEIs) adquiridas horizontalmente a 

través de conjugación, transducción ó transformación, lo cual les permiten colonizar 

nuevos nichos y diseminarse dentro de nuevos huéspedes (Dobrindt et al., 2004; 

Garmendia et al., 2005). Estas modificaciones genéticas son muy importantes para la 

evolución de los patógenos bacterianos, dado que en lugar de que sus propias moléculas 

sufran adaptaciones lentas para ganar nuevas funciones, hay generación rápida de 

variantes por explotación del material genético adquirido “listo para usarse” proveniente 

de otros organismos (Morschhäuser et al., 2000).  

Las GEIs transportan genes que confieren ventaja selectiva para la bacteria 

huésped, y de acuerdo con su contenido genético pueden clasificarse como islas de 

patogenicidad (pathogenicity islands, PAIs), simbióticas, metabólicas, de adecuación o de 

resistencia (Morschhäuser et al., 2000; Dobrindt et al., 2004; Schmidt y Hensel, 2004; 

Juhas et al., 2009). Las PAIs codifican factores de virulencia y están presentes en los 
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genomas de bacterias patógenas, pero ausentes en los genomas de bacterias 

comensales de la misma especie o de especies estrechamente relacionadas (Hacker y 

Kaper, 2000; Schmidt y Hensel, 2004). Estas islas ocupan regiones del genoma 

relativamente grandes (10 a 200 kb), además de que difieren del genoma central 

bacteriano por su composición de nucleótidos y el uso de codones (Hacker y Kaper, 2000; 

Schmidt y Hensel, 2004). En general, la composición de nucleótidos de las PAI, 

expresada como el porcentaje de los nucleótidos guanina (G) y citosina (C) (%GC), difiere 

del promedio del resto del genoma de bacterias patógenas, pues se considera que las 

islas conservan la composición de la especie de donde fueron adquiridas (Schmidt y 

Hensel, 2004). Si bien las PAIs juegan un papel fundamental en la virulencia de bacterias 

patógenas, existen otros elementos genéticos móviles como transposones, plásmidos y 

bacteriófagos que, aunados a eventos de pérdida de material genético, mutaciones 

puntuales y otros rearreglos del ADN, han creado nuevas y exitosas combinaciones de 

factores de virulencia para dar origen a los diferentes patotipos de E. coli causantes de 

enfermedades (Kaper et al., 2004).  

La mayoría de las infecciones intestinales producidas por las variedades 

patógenas de E. coli se limitan a la colonización superficial de la mucosa intestinal,  

mientras que otras variantes pueden diseminarse a través del cuerpo, siendo implicadas 

en infecciones del tracto urinario (UTIs) así como en infecciones de meninges 

(sepsis/meningitis) (Nataro y Kaper, 1998). Entre los patógenos intestinales existen seis 

patotipos bien definidos: E. coli enteropatógena (EPEC), E. coli enterohemorrágica 

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

enteroinvasiva (EIEC) y E. coli difusoadherente (DAEC) (Nataro y Kaper, 1998; Kaper et 

al., 2004) (Fig. 1). Las E. coli relacionadas a infecciones extraintestinales son E. coli 

uropatógena (UPEC) que causa UTIs y E. coli asociada a meningitis (MNEC) que provoca 
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sepsis y meningitis (Kaper et al., 2004). Enseguida se resumen brevemente las 

características principales de cada uno de estos patotipos.  

 

2.1.1. E. coli enteropatógena (EPEC). Se encuentra asociada a la causa de 

diarrea severa en niños menores de 6 meses de edad en países subdesarrollados (Nataro 

y Kaper, 1998). EPEC coloniza el epitelio del intestino delgado, donde es capaz de 

adherirse íntimamente a la superficie de los enterocitos y manipular la red del 

citoesqueleto de actina, provocando una lesión característica en forma de pedestal 

denominada lesión de adhesión y borrado o A/E (Attaching and Effacing) (Moon et al., 

1983). La capacidad de EPEC para formar las lesiones A/E está dada por la presencia de 

una isla de patogenicidad denominada LEE (Locus of Enterocyte Effacement) que codifica 

para un sistema de secreción tipo tres (SST3), así como diversos factores de virulencia 

asociados a la diarrea (Fig. 1A). 

 

2.1.2. E. coli enterohemorrágica (EHEC). Además de causar lesiones A/E 

similares a las de EPEC, EHEC se caracteriza por provocar diarrea con sangre (colitis 

hemorrágica) y el síndrome urémico hemolítico (HUS) (Karmali et al., 1983), más 

comúnmente conocido como “enfermedad de las hamburguesas”. A diferencia de EPEC, 

EHEC coloniza el intestino grueso y es un patógeno zoonótico que es portado 

asintomáticamente por varios rumiantes, especialmente ganado vacuno (Vallance et al., 

2002). Además de los factores de virulencia codificados en la isla de patogenicidad LEE, 

EHEC produce una toxina tipo Shiga (Stx) codificada dentro de un fago que daña los 

tejidos intestinales y en algunos casos desencadena la aparición del HUS (Fig. 1B) 

(Karch, 2001).  
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2.1.3. E. coli enterotoxigénica (ETEC). Es una causa importante de diarrea 

acuosa en niños de países en vías de desarrollo (Kaper et al., 2004; Johnson y Nolan, 

2009) y constituye un problema importante para los viajeros y personal militar que 

visita países donde ETEC es endémica (Turner et al., 2006). ETEC infecta la 

superficie de la mucosa del intestino delgado con ayuda de múltiples factores de 

colonización (CFs) codificados en plásmidos y una o más enterotoxinas (enterotoxina 

lábil al calor LT ó enterotoxina estable al calor ST), las cuales dan lugar a la secreción 

intestinal (Fig. 1C) (Kaper et al., 2004; Turner et al., 2006). Los CFs son estructuras 

proteicas responsables de la adherencia de la bacteria al epitelio intestinal del 

huésped y hasta el momento se han identificado más de 20 CFs diferentes en cepas 

de ETEC que infectan humanos (Johnson y Nolan, 2009).  

 

2.1.4. E. coli enteroagregativa (EAEC). Este término describe a aquellas 

cepas de E. coli que se adhieren a las células Hep-2 en un patrón de adherencia 

conocido como de “ladrillos apilados” (Jiang y Butzler, 2007). La estrategia básica de 

EAEC es colonizar la mucosa del colon, seguido por la secreción de enterotoxinas 

como la toxina estable al calor 1 (EAST-1) (Weintraub, 2007). Este patotipo aumenta 

característicamente la secreción de moco a partir de la mucosa intestinal, atrapando a 

las bacterias en una biopelícula gruesa (Fig. 1D) (Nataro y Kaper, 1998). Algunas 

cepas poseen un plásmido de alto peso molecular asociado a la adherencia 

agregativa (plásmido pAA), en donde están codificados distintos factores de virulencia 

como la EAST-1 y las fimbrias AAF/I y AAF/II, las cuales se ha relacionado con su 

habilidad para provocar diarrea persistente (Weintraub, 2007). 
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2.1.5. E. coli enteroinvasiva (EIEC). Los pacientes infectados con esta 

bacteria presentan diarrea acuosa, y algunas veces diarrea con sangre. EIEC está 

estrechamente relacionada con las especies de Shigella (Kaper et al., 2004), ya que 

ambas causan disentería bacilar por procesos similares (Percival, 2004). Este patotipo 

se une a los enterocitos del intestino grueso en donde su capacidad invasiva es 

conferida por un plásmido de 213-kb (pINV) que codifica un SST3 y una proteína 

llamada IcsA, la cual promueve la nucleación de actina para formar filamentos que 

empujan a la bacteria a través de la célula. La bacteria se multiplica intracelularmente 

y se mueve lateralmente por la célula huésped para después penetrar células 

adyacentes (Fig. 1E) (Percival, 2004).  

 

2.1.6. E. coli difusoadherente (DAEC). Este patotipo se define por la 

presencia de un característico patrón de adherencia difusa en monocapas de células 

HEp-2 (Kaper et al., 2004). DAEC ha sido implicada como una causa de diarrea, 

especialmente en niños menores de 2 años en países desarrollados y 

subdesarrollados (Nataro y Kaper, 1998). Aproximadamente 75% de las cepas de 

DAEC producen adhesinas fimbrilares llamadas F1845 (Nataro y Kaper, 1998; Kaper 

et al., 2004) ó adhesinas relacionadas como AIDA-I, responsables del patrón de 

adherencia difusa. Algunas cepas de DAEC inducen proyecciones tipo dedo que 

encierran a las células bacterianas, embebiéndolas y protegiéndolas; sin embargo la 

bacteria no es invasiva (Fig. 1F) (Fratamico y Smith, 2006). Este patotipo está poco 

caracterizado y su relación con la diarrea queda a discusión.  
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Figura 1. E. coli patógenas asociadas a infecciones gastro-intestinales. A. E. coli enteropatógena, 
EPEC. B. E. coli enterohemorrágica, EHEC. C. E. coli enterotoxigénica, ETEC. D. E. coli 
enteroagregativa, EAEC. E. E. coli enteroinvasiva, EIEC. F. E. coli disufoadherente, DAEC. 
Modificado de Kaper, 2004. 

 
2.1.7. E. coli uropatógena (UPEC). La infección por esta bacteria se da por 

ingestión de comida contaminada, siendo el tracto intestinal su reservorio primario. No 

obstante, también puede ser adquirida por contacto sexual con individuos infectados 

(Wiles et al., 2008). UPEC puede colonizar la vejiga y causar cistitis, o ascender a 

través de los uréteres hacia los riñones y desarrollar pielonefritis (Wiles et al., 2008). 

UPEC produce adhesinas específicas como los pili tipo I y P que la ayudan en la 

colonización. Además, produce sideróforos y varias toxinas (Kaper et al., 2004) que le 

permiten dañar los tejidos, modificar las rutas de señalización del huésped y facilitar 

su diseminación dentro del mismo. 
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2.1.8. E. coli asociada a meningitis (MNEC). Causa común de meningitis 

neonatal por bacterias Gram-negativas (Kaper et al., 2004, Stenutz et al., 2006). 

Algunas cepas de MNEC poseen 500 kb de genes adicionales con respecto a E. coli 

K-12 y un plásmido de 100 kb que codifica diferentes factores de virulencia (Bonacorsi 

et al., 2000). La bacteria se transloca a partir del torrente sanguíneo hacia el sistema 

nervioso central por un proceso de transcitosis (Kaper et al., 2004). Un determinante 

clave para la invasión de las meninges por MNEC es la habilidad de escapar de las 

defensas del huésped, permitiéndole alcanzar un grado de bacteremia lo 

suficientemente alto para la invasión (Kim, 2001). MNEC utiliza la fimbria S para 

unirse a la superficie luminal del endotelio cerebral, así como proteínas de membrana 

externa para invadir. El 80% de las cepas poseen un polisacárido capsular K1, el cual 

le confiere resistencia al plasma sanguíneo y propiedades antifagocíticas necesarias 

durante la invasión (Kaper et al., 2004). 

 

2.2. Familia de patógenos A/E 

2.2.1. Características generales. 

El término adhesión y borrado (Attaching and Effacing, A/E) fue introducido en 1983 por 

Moon y colaboradores para describir a las lesiones provocadas por el serotipo 055:H7 de 

EPEC en cerdos, identificadas previamente por Stanley en 1970. Estas lesiones muestran 

colonización bacteriana donde las bacterias están adheridas íntimamente a las células 

epiteliales (Moon et al., 1983). Las bacterias unidas a la membrana del enterocito inducen 

profundas alteraciones celulares modificando el citoesqueleto de las microvellosidades del 

enterocito, y promoviendo la proliferación de actina filamentosa debajo de la bacteria 

adherente (Chen y Frankel, 2004). Consecuentemente se observa la destrucción de las 
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microvellosidades y la unión estrecha de las bacterias a la célula huésped sobre una 

estructura parecida a un pedestal (Kaper et al., 1998).  

Además de EPEC, la familia de patógenos A/E está conformada por el agente 

causal del síndrome urémico hemolítico EHEC, por el patógeno de ratones Citrobacter 

rodentium, así como variantes patógenas de E. coli aisladas de conejos, becerros, cerdos 

y perros (Moon et al., 1983; Nataro y Kaper, 1998; Wales et al., 2005). Adicionalmente se 

ha introducido el término de “E. coli de adhesión y borrado” (attaching and effacing E. coli, 

AEEC) para designar a aquellas cepas de E. coli con los genes requeridos para formar las 

lesiones A/E, pero para las cuales no hay evidencia experimental de las mismas (Wales et 

al., 2005). 

EPEC fue el primer patotipo descrito de E. coli y probablemente sea el más 

caracterizado. Esta bacteria es una de las causas más comunes de diarrea en niños en 

países en vías de desarrollo, como en el caso de México (Vidal et al., 2007). Dada su 

importancia como agente patógeno en nuestro país y en razón del avanzado 

conocimiento de su mecanismo de infección, en nuestro laboratorio y en este trabajo en 

particular hemos utilizado como modelo de estudio a EPEC. A continuación se describe 

con más detalle las características de la bacteria así como su maquinaria de infección.  

 

2.2.2 E. coli enteropatógena (EPEC): epidemiología y cuadro clínico. 

Las infecciones por EPEC son fundamentalmente enfermedades que afectan a infantes 

menores de dos años de edad, aunque existe una marcada correlación entre los aislados 

de esta bacteria y niños con diarrea menores de seis meses de edad (Nataro y Kaper, 

1998). EPEC fue la primera cepa de E. coli implicada en brotes de diarrea infantil durante 

las décadas de 1940 y 1950 en países desarrollados como Estados Unidos y Reino 

Unido. Sin embargo, las cepas de EPEC ya no se consideran agentes causantes de 

diarrea en dichos países, pero sí en países en vías de desarrollo (Nataro y Kaper, 1998).  
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El contagio por EPEC se da por vía fecal-oral, ya sea por contaminación en las 

manos, alimentos, fórmulas para bebés contaminadas, o fómites que sirvan como 

vehículos (Levine et al., 1984), así como por contaminación fecal de suministros de agua 

(Vallance, 2002). Además, los brotes de EPEC ocurren con frecuencia en lugares en 

donde los niños se aglomeran y están en contacto directo, como en guarderías y centros 

de cuidado infantil (Spears et al., 2006).  

EPEC provoca fundamentalmente diarrea severa, aunque también puede causar 

diarreas prolongadas, incidiendo con un 30% de mortalidad infantil en países 

subdesarrollados (Senerwa et al., 1989). Además de la diarrea acuosa, otros síntomas 

comunes de la infección son vómito y fiebre ligera (Stenutz et al., 2006).  

 
 
2.3. Modelo de infección de EPEC.  

2.3.1. Adherencia inicial. 

Se ha sugerido que la interacción de EPEC con las células epiteliales del intestino se lleva 

a cabo en distintas etapas, estableciéndose tres diferentes estadios durante la infección 

(Fig. 2) (Donnenberg y Kaper, 1992). De a acuerdo a este modelo, la primera etapa 

involucra la adherencia inicial de la bacteria al epitelio intestinal del huésped (Knutton et 

al., 1987; Donnenberg y Kaper, 1992; Chen y Frankel, 2004).  

La adherencia inicial en células epiteliales en cultivo ocurre siguiendo un patrón 

denominado “Adherencia Localizada” (Fig. 2A) (Scaletsky et al., 1984), la cual es 

mediada por un pili tipo IV denominado BFP (Bundle-Forming Pilus) (Girón et al., 1991) 

codificado dentro del plásmido del factor de adherencia de EPEC, EAF (EPEC adherence 

factor) (Donnenberg et al., 1989). El pili BFP es el responsable de la formación de 

microcolonias tridimensionales en la superficie del enterocito vía interconexiones bacteria-

bacteria (Hicks et al., 1998). Así mismo, la fimbria BFP es considerada un factor de 
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virulencia muy importante que permite a las bacterias una vez aglomeradas 

desprenderse, pudiendo colonizar y diseminarse a lo largo del intestino (Frankel et al., 

1998). La adherencia inicial de la bacteria a los enterocitos no se da de manera íntima, y 

se ha observado que cepas de EPEC curadas del plásmido EAF pueden producir la 

infección, pero la presencia de dicho plásmido incrementa significativamente la habilidad 

de EPEC para colonizar la mucosa intestinal (Knutton et al., 1987). Además de la 

expresión de BFP, en esta etapa se comienza a expresar la adhesina intimina, así como 

filamentos cortos de la proteína EspA asociados a la superficie (Clarke et al., 2003).  

 

2.3.2. Transducción de señales. 

Posterior a la formación de las microcolonias, comienza la segunda etapa de infección 

caracterizada por la transducción de señales dentro del enterocito (Fig. 2B) (Chen y 

Frankel, 2004). En esta etapa se propone que las bacterias inyectan varias proteínas 

efectoras al interior de la célula huésped a través de un sistema de secreción tipo tres 

(SST3) codificado dentro de la isla de patogenicidad LEE (Locus of Enterocyte 

Effacement) (Jarvis et al., 1995; Donnenberg et al., 1997).  

El SST3 constituye una vía de secreción independiente del sistema de secreción 

general Sec que es una ruta esencial de exportación bacteriana (Cornelis, 2006). El SST3 

es utilizado por varios patógenos entéricos y actúa como una jeringa molecular que 

inyecta proteínas efectoras directamente en el citoplasma de la célula huésped (Chen & 

Frankel, 2004). Las moléculas efectoras modifican las vías de señalización bacteriana y 

provocan alteraciones en el citoesqueleto del enterocito dando como resultado la 

despolimerización de actina y la pérdida de las microvellosidades (Clarke et al., 2003; 

Garmendia et al., 2005).  
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2.3.3. Adherencia íntima. 

La tercera etapa de la infección por EPEC se caracteriza por la adherencia íntima entre la 

bacteria y la célula huésped (Fig. 2C) (Donnenberg et al., 1992).  

Tir (Translocated intimin receptor) es una de las proteínas efectoras relacionadas 

con la adherencia íntima y es esencial para la formación de pedestales. Esta proteína es 

translocada a la célula huésped vía el SST3 y posteriormente insertada en la membrana 

plasmática (Kenny et al., 1997). Después de que se ha integrado a la membrana, Tir 

adopta una topología parecida a la de una horquilla, con sus extremos amino y carboxilo 

en dirección al citoplasma eucarionte y su dominio central expuesto sobre la superficie 

celular. Este dominio se une a la proteína bacteriana de membrana externa denominada 

intimina (Hayward et al., 2006); en el citoplasma del enterocito Tir es fosforilada en su 

residuo Y474 por cinasas del huésped generando un sitio de unión para la proteína NcK 

(Kenny et al., 1999). Nck a su vez tiene tres dominios que pueden activar a la proteína N-

WASP, la cual se une y activa al complejo Arp2/3, induciendo la polimerización de 

monómeros de G-actina en filamentos (Hayward et al., 2006). Esto da como resultado la 

acumulación de actina debajo de la bacteria adherente y la formación de los pedestales 

característicos de la lesión A/E.  
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Figura 2. Modelo de tres etapas de la infección por EPEC. A. La adherencia localizada está 
mediada por la fimbria BFP para formar microcolonias. B. La transducción de señales da como 
resultado la destrucción de las microvellosidades mediada por los efectores liberados por el SST3. 
C. La adherencia íntima se caracteriza por la formación de los pedestales de actina en donde la 
bacteria se une estrechamente a la célula huésped. Tomado y modificado de la página de Natalie 
Strynadka (http://fernness.com/science-08.html). 
 
 
2.4. Sistema de secreción tipo tres (SST3) de EPEC. 

2.4.1. Composición y ensamblaje del SST3. 

El SST3 está compuesto por aproximadamente 20 proteínas, muchas de las cuales son 

homólogas a los componentes del aparato de biosíntesis flagelar (Hueck, 1998). Las 

proteínas secretadas a través del SST3 pueden dividirse en dos clases: proteínas 

efectoras, las cuales son translocadas al interior de la célula huésped, y los componentes 

del aparato translocador, las cuales forman un poro y un filamento en la membrana del 

enterocito y son requeridas para la liberación de las proteínas efectoras dentro de la 

célula (Donnenberg y Wittam, 2001).  

El SST3 está constituido en su base por proteínas de membrana interna que 

forman parte del aparato de secreción: EscR, EscT, EscS, EscU y EscV (Fig. 3). Aquí se 

encuentra también la proteína EscN, una ATPasa que proporciona energía para el 
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funcionamiento del sistema. Enseguida, se encuentra un anillo intermedio localizado en la 

membrana interna bacteriana y que posee un dominio hacia el espacio periplásmico. Este 

anillo está compuesto por la oligomerización de la proteína EscJ (Spears et al., 2006). 

Después se ubica el poro de la membrana externa, formado por la proteína EscC; luego la 

proteína EscF que es el componente de la aguja molecular. La parte extracelular del 

SST3 contiene una extensión proteica denominada filamento constituido por la 

polimerización de la proteína EspA, la cual parece conformar una estructura cilíndrica 

hueca que forma un canal a través del cual las proteínas son inyectadas en la célula 

huésped (Frankel et al., 1998). Finalmente se encuentran las proteínas EspB y EspD que 

forman el poro de translocación en la membrana de la célula huésped y permiten la 

liberación de las proteínas efectoras (Chen y Fankel, 2004).  

 
Figura 3. Esquema del sistema de secreción tipo III de EPEC. Modificado de Garmendia et al., 
2005.  
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2.4.2.  Proteínas efectoras secretadas por el SST3.  

Hasta ahora se conocen siete efectores codificados dentro del LEE de EPEC, los cuales 

son translocados al interior del enterocito: EspF, EspG, EspZ, EspH, EspB, Tir y Map 

(Dean et al., 2009). Estas proteínas pueden presentar funciones superpuestas, aunque su 

independencia y cooperatividad son importantes para modificar las actividades celulares 

del huésped. Entre dichas funciones se encuentran la destrucción de las uniones 

estrechas y las microvellosidades, la formación de filopodios, la disfunción mitocodrial y 

apoptosis, la antifagocitosis, el remodelamiento membranal, y la maduración de los 

pedestales de actina (Dean et al., 2009). Así mismo se ha reportado que EPEC posee 

varios efectores codificados fuera del LEE denominados Nle (non-LEE effectors); estos 

efectores también son translocados por el SST3. Entre éstos se encuentran NleA, NleB, 

NleE, NleH, NleG, EspJ, EspL2 y EspG2 (Orf3) y Cif (Deng et al., 2004; Dean et al., 2009, 

Mellies et al., 2007). 

 

2.5. La isla de patogenicidad LEE (Locus of Enterocyte Effacement).  

Como se mencionó antes, los genes requeridos para el ensamblaje del SST3 y para 

inducir la lesión A/E se encuentran codificados dentro de una de una isla de patogenicidad 

de aproximadamente 35.6 Kb denominada LEE (McDaniel et al., 1995). El LEE está 

compuesto de 41 marcos de lectura abiertos organizados en cinco operones principales 

(LEE1 a LEE5), así como dos operones bicistrónicos y cuatro unidades monocistrónicas 

(Elliott et al., 1998; Clarke et al., 2003) (Fig. 4).  

Adicionalmente a los genes que codifican el SST3 (LEE1-LEE3), los genes de LEE 

codifican las proteínas formadoras del translocón (LEE4), las proteínas involucradas en la 

adherencia íntima: intimina y su receptor Tir (LEE5) (Donnenberg y Wittam, 2001), así 

como diversas proteínas efectoras. El LEE también codifica tres reguladores 

transcripcionales, un probable interruptor jerárquico de la secreción tipo tres y chaperonas 
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moleculares (Deng et al., 2004; Deng et al., 2005). Dos de los reguladores 

transcripcionales de la isla están codificados en el operón grlRA, situado entre el gen rorf3 

y el operón LEE2; estos se han denominado GrlR por “global regulator of LEE represor” y 

GrlA por “global regulator of LEE activator” (Deng et al., 2004; Barba et al., 2005). 

 
 
Figura 4. Representación esquemática de la isla de patogenicidad LEE de EPEC. LEE está 
organizada en cinco operones principales (LEE1-LEE5) y otras unidades transcripcionales más 
pequeñas. Modificado de Dean et al, 2005.  

 
El LEE está localizado dentro del cromosoma bacteriano en una región 

considerada un “hot spot” para la inserción de genes de virulencia (Nataro y Kaper, 1998); 

esta zona se localiza en el locus selC, el cual codifica para el tRNA de selenocisteína 

(McDaniel et al., 1995; Hacker y Kaper, 2000; Schmidt y Hensel, 2004). Además, el LEE 

cuenta con un bajo contenido de GC (38%) respecto al promedio del resto del genoma de 

E. coli (50%), discrepancia que sugiere que la isla fue adquirida de una fuente externa por 

transferencia horizontal e insertada en el cromosoma de una E. coli comensal (Elliot et al., 

1998; Castillo et al., 2005). 

Los patógenos que conforman a la familia A/E, conservan entre sí la organización 

de los 41 genes que conforman a LEE (Petty et al., 2010). Para muchas de las proteínas 

del LEE, la similitud entre EPEC y EHEC es mucho mayor que la que puede haber con C. 

rodentium (Deng et al., 2001). De hecho el grado promedio de identidad de las proteínas 

del SST3 entre EHEC y EPEC es de 98%, mientras que la identidad entre C. rodentium y 
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EHEC ó EPEC pocas veces sobrepasa el 95% (Deng et al., 2001). A pesar de esto, se ha 

observado que algunas proteínas de EHEC y EPEC pueden complementar mutantes de 

C. rodentium, resaltando su funcionalidad y relevancia en el proceso de infección. 

Además, la mayoría de los factores de virulencia y reguladores específicos de la isla están 

funcionalmente conservados en las tres bacterias, evidenciando la importancia del control 

de expresión de los genes del LEE durante la patogénesis (Deng et al., 2001).  

 

2.6.  Regulación de los genes de virulencia en los patógenos A/E. 

Una característica muy importante de las bacterias patógenas es su capacidad de 

responder adecuadamente al medio ambiente al que están expuestas para coordinar la 

correcta expresión de los genes de virulencia y poder sobrevivir en un nicho específico 

(Mekalanos, 1992). En el caso de los patógenos A/E, el proceso de infección está 

orquestado por más de 30 proteínas codificadas en los distintos operones del LEE, los 

cuales están específicamente regulados para ser expresados en el momento y lugar 

precisos durante la infección (Mellies et al., 2007; Tree et al., 2009). Además, dada la 

dependencia que existe entre la formación de las lesiones A/E y la expresión del SST3 es 

de vital importancia conocer y entender los diferentes mecanismos de regulación de los 

genes localizados dentro del LEE.  

 

2.6.1. Control de la formación de lesiones A/E y de la secreción.  

La patogenicidad de muchas bacterias está asociada con la expresión de proteínas 

efectoras específicas, las cuales se pueden secretar al medio (Kenny et al., 1997). La 

expresión de los genes que codifican estos factores de virulencia está finamente regulada 

y responde a los estímulos ambientales como temperatura, pH y disponibilidad de 

nutrimentos (Mekalanos, 1992).  
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La regulación de los genes de la isla de patogenicidad LEE se lleva a cabo por 

distintos mecanismos, uno de los cuales involucra condiciones físico-químicas. Se ha 

demostrado que la expresión del LEE y por ende la formación de las lesiones A/E ocurre 

principalmente cuando las bacterias se crecen en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium) a 37ºC, en fase exponencial temprana (Kenny et al., 1997). Por 

otro lado, la secreción máxima de proteínas de virulencia a través del SST3 ocurre a 

temperatura del cuerpo humano (37ºC), en medio DMEM, a pH 7 y a osmolaridad 

fisiológica (Kenny et al., 1997; Mellies et al., 2007). De manera interesante, se sugirió que 

algunos de los componentes del medio DMEM estimulan la secreción de las proteínas 

EspA, EspB y EspC, como es el caso del calcio (Kenny et al., 1997). También se 

demostró que en el caso de EHEC, el efecto estimulador del NaHCO3
 sobre la adherencia 

es el resultado de un incremento en la expresión del primer gene del operon LEE1 (Kenny 

et al., 1997; Abe et al., 2002). Además, la secreción de las proteínas EspA, EspB, EspC y 

Tir puede estimularse en presencia de hierro, mientras que se inhibe por la presencia de 

cloruro de amonio (Kenny et al., 1997). De manera interesante, la secreción de EspA, EsB 

y EspD se estimula en presencia de calcio, mientras que la secreción de Tir se inhibe en 

presencia de éste (Ide et al., 2003; Deng et al., 2005).  

 
 

2.6.2. Regulación directa del LEE.  

Varias proteínas reguladoras han mostrado controlar directamente la expresión de los 

genes del LEE (Mellies et al., 2007; Tree et al., 2009). Entre ellas destaca el regulador 

maestro de la isla, Ler (LEE-encoded regulator), producto del primer gen del operón LEE1 

(Fig. 5). Se ha reportado que esta proteína de 15 KDa regula positivamente la 

transcripción de los operones LEE2, LEE3, LEE4, LEE5, espG, map y grlRA (Sperandio et 

al., 2000; Bustamante et al., 2001; Sánchez-San Martín et al., 2001; Berdichevsk et al., 

2005; Barba et al., 2005), uniéndose directamente sobre sus regiones reguladoras 
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(Mellies et al., 1999; Sperandio et al., 2001; Bustamante et al., 2001; Haack et al., 2003; 

Jiménez et al., en preparación). Además se reportó que Ler regula negativamente a LEE1, 

interactuando directamente con su propio promotor (Berdichevsk et al., 2005). Este 

mecanismo de autorregulación parece limitar la concentración de Ler a niveles suficientes 

para activar a los otros operones de LEE.  

Por otro lado, la expresión de los genes de LEE es reprimida por la proteína H-NS 

(Histone-like Nucleoid-Structuring protein) (Fig. 5). H-NS es una proteína distribuida entre 

las proteobacterias y es muy abundante (20 000 copias por genoma). H-NS está 

involucrada en la organización del nucleoide bacteriano y en la expresión de genes en 

respuesta a cambios ambientales (Tendeng y Bertin, 2003; Dorman, 2004). Además, 

también se ha visto que juega un papel importante en el silenciamiento de genes 

adquiridos por transferencia horizontal, en especial aquellos involucrados en la virulencia 

(Lucchini et al., 2006; Navarre et al., 2006; Oshima et al., 2006).  

H-NS se une a las regiones reguladoras de LEE1-LEE5, y a las del operón grlRA 

(Bustamante et al., 2001; Umanski et al., 2002; Barba et al., 2005;   Mellies et al., 2007). 

Interesantemente, la secuencia de aminoácidos de Ler guarda 24% de identidad y 44% de 

similitud con la de H-NS (Mellies et al., 1999; Elliott et al., 1998), sobre todo en el dominio 

de unión a DNA, ubicado en el extremo carboxilo terminal. De acuerdo a las evidencias 

experimentales se ha sugerido que el mecanismo por el que Ler activa la expresión del 

LEE es quitando la represión ejercida por H-NS sobre los promotores de la isla 

(Bustamante et al., 2001; Sperandio et al., 2000). Se demostró que Ler se une en una 

misma región que H-NS a los promotores superpuestos de LEE2 y LEE3, 

desestabilizando el complejo represor y desplazándolo, permitiendo que los genes se 

expresen (Bustamante et al., en preparación). 
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2.6.3. Regulación del LEE a través de la activación o represión de ler.  

Por otra parte, existen reguladores que si bien no activan directamente la transcripción de 

los operones LEE2-LEE5, controlan la expresión de la isla al regular a LEE1. Entre ellos 

PerC (Plasmid-encoded regulator), un regulador codificado dentro del plásmido EAF de 

EPEC, y el regulador global IHF afectan directa y positivamente la expresión de Ler 

(Mellies et al., 1999, Friedberg et al., 1999). De la misma manera, los homólogos de perC 

en EHEC, pchABC, regulan positivamente la expresión de LEE al incrementar la 

transcripción de ler (Iyoda et al., 2004). Además se ha reportado que la expresión de ler 

es dependiente de Fis, una proteína asociada al nucleoide (Goldberg et al., 2001), de 

BipA, un miembro de la superfamilia de las GTPasas (Grant et al., 2003), así como del 

regulador QseA (Quorum-sensing E. coli regulator A) (Sperandio et al., 2002) (Fig. 5).  

 La expresión de ler también está regulada de manera negativa por la proteína 

Hha, la cual reduce su expresión (Sharma et al., 2004). Aunado a esto, LEE es regulado 

de manera negativa indirectamente por GadX, ya que esta proteína reprime la expresión 

de perABC y por lo tanto a PerC, evitando que éste active a ler (Shin et al., 2001) (Fig. 5). 

Además, recientemente se demostró que en EHEC la proteína Hfq, una chaperona de 

ARN con efectos a nivel post-transcripcional, regula negativamente la expresión del LEE 

al modular la expresión de los reguladores ler y grlA (Shakhnovich et al., 2009; Hansen y 

Kaper, 2009).  

Adicionalmente, ler está regulado por las dos proteínas codificadas dentro del 

operón grlRA del LEE. GrlR es un regulador negativo que reduce la expresión de los 

operones del LEE, notablemente la de LEE1 (Deng et al., 2004; Lara et al., en 

preparación), mientras que GrlA es un regulador positivo que induce la expresión de ler 

(Barba et al., 2005). Cabe destacar que GrlA es la única proteína de LEE aparte de Ler, 

capaz de activar a ler y por tanto la expresión de las proteínas secretadas por el SST3.  
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Figura 5. Proteínas involucradas en la regulación de los genes de LEE en EPEC. Modificado de 
http://www.ecosal.org 
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3. ANTECEDENTES 

 

El primer reporte sobre la función del regulador positivo GrlA se publicó en el 2004 por 

Deng y colaboradores; en ese trabajo, a través de una mutagénesis sistemática de los 41 

genes que componen al LEE de C. rodentium, se encontró que el hasta entonces 

conocido como Orf11 era una proteína esencial para la expresión de Tir y EspB, así como 

para la de los operones LEE2 y LEE5 (Deng et al., 2004). Se observó que una mutante en 

el gen grlA era incapaz de expresar los genes de LEE y por consiguiente no secretaba 

proteínas asociadas a la virulencia a través del SST3. Además, in vitro esta mutante era 

incapaz de formar pedestales en células HeLa, así como in vivo de causar la enfermedad 

en ratones (Deng et al., 2004).  

GrlA destaca por ser una proteína importante en la expresión de los genes del 

LEE, ya que regula positivamente la expresión del regulador maestro de la isla Ler (Deng 

et al., 2004). A la par del descubrimiento de GrlA, en ese trabajo también se identificó al 

Orf10 como un regulador negativo de LEE y se denominó GrlR (Deng et al., 2004). Más 

recientemente se ha demostrado que GrlR es capaz de reprimir a LEE cuando es 

expresado en plásmido multicopia (Deng et al, 2004; Lio et al, 2004; Lara et al, en 

preparación). A la fecha no se han descrito homólogos de GrlR, pero de manera 

interesante, se encontró que esta proteína es capaz de interactuar con GrlA y consigo 

misma (Creasey et al., 2003; Jobichen et al., 2007).  

GrlA es una proteína básica de 137 aminoácidos, altamente conservada en los 

patógenos A/E (95-100% de identidad). Posee un 37% de identidad con una proteína 

hipotética de Salmonella denominada SGH (Salmonella GrlA Homologue) y 23% con la 

proteína CaiF (Deng et al., 2004). CaiF es el único homólogo de GrlA parcialmente 

caracterizado, para el que se sabe es un activador transcripcional de los operones cai y fix 
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que están involucrados en la vía degradativa de carnitina en enterobacterias (Eichler et 

al., 1996; Buchet et al., 1999). GrlA, SGH y CaiF contienen un motivo putativo de unión a 

ADN del tipo hélice-giro-hélice (Helix-turn-Helix, HTH) presente en muchos factores de 

transcripción (Fig. 6A) (Deng et al., 2004). La predicción de la estructura secundaria ha 

mostrado que GrlA posee 5 alfa hélices (I-V), siendo las hélices II, III y IV las que 

componen el HTH (Fig. 6B). 

A      GrlA            ------------------MESKNKNGDYVIPDSVKNYDGEPLYILVSLWCKLQEKWISRN 42 
SGH             MSSDKSKEKIVFSGNDIHYPGQTNHDACFIPECVRQYADEPLYIIVAHWCLLQQNWVQRN 60 
CaiF            --------------------------------MCEGYVEKPLYLLIAEWMMAENRWVIAR 28 
                                                  . *  :***:::: *   ::.*:  . 
                      MOTIVO HTH 
GrlA            DIAEAFGINLRRASFIITYISRRKEKISFRVRYVS--YGNLHYKRLEIFIYDVNLEAVPI 100 
SGH             QIAEAFHITARRASYLIAYLRSKTSRVVSICRHQT--LPN-KARRYEIYVIRVLDSPTPS 117 
CaiF            EISIHFDIEHSKAVNTLTYILSEVTEISCEVKMIPNKLEGRGCQCQRLVKVVDIDEQIYA 88 
                :*:  * *   :*   ::*:  .  .:    :  .    .   :  .:       .     
 
GrlA            ESPGSTGPKRKTYR-VGNGIVGQS-NIWN--------EMILRRKKES---- 137 
SGH             TRREKAGPPLVSKRRVGNGDRSMANELWNRLCSNRNAGKILKKKEDEDDGT 168 
CaiF            RLRNNSREKLVGVRKTPRIPAVPLTELNR----EQKWQMMLSKSMRR---- 131 

                    .:       * . .       :: .          :* :. 
B 

 
Figura 6. A. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de GrlA de EPEC, SGH Y CaiF. El 
análisis de las secuencias indica que GrlA tiene un 29% de identidad con el activador 
transcripcional CaiF, así como un 39% de identidad con una proteína no caracterizada de 
Salmonella enterica, SGH. El motivo HTH presente en las tres proteínas se muestra subrayado y 
los residuos conservados se señalan con un asterisco. Con un punto se señalan los aminoácidos 
conservados de acuerdo a su polaridad y con dos puntos aquellos conservados por tener la misma 
carga. B. Esquema representativo de la predicción de la estructura secundaria de GrlA, en donde 
se señalan las hélices α (I-V) y las láminas β que la componen. Dicha predicción se obtuvo 
utilizando el programa computacional PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). 
 
 

En el 2005, Barba y colaboradores realizaron un análisis para investigar el papel 

de GrlA de C. rodentium en la regulación de LEE. Se observó que una fusión de ler al gen 

reportero cat (ler-cat) era inactiva en una mutante en grlA, sugiriendo la intervención 

directa de GrlA en la activación de ler (Barba et al., 2005). Además se demostró que la 

expresión de una fusión grlRA-cat se abatía en une cepa mutante en ler, indicando que se 
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necesita la presencia de Ler para la expresión de dicho operón (Barba et al., 2005). Dado 

que Ler es requerido para la expresión de grlRA y que a su vez GrlA regula positivamente 

a ler, se propuso la existencia de un circuito de regulación positiva, en donde GrlA y Ler 

se regulan uno a otro recíprocamente para modular la expresión de los genes de LEE 

(Barba et al., 2005). Aunado a esto, se determinó que grlR y grlA forman un operón que, 

de la misma manera que el resto de los operones de LEE, es regulado negativamente por 

la proteína H-NS. Además se reportó que la presencia de Ler induce la expresión de dicho 

operón al contrarrestar la represión mediada por H-NS (Barba et al., 2005). 

Recientemente, se analizó el papel de GrlA y PerC en la regulación de ler en 

EPEC. Se observó que ambas proteínas son requeridas para la expresión de ler en medio 

DMEM a 37ºC, pero que PerC favorece dicha expresión bajo condiciones de crecimiento 

estático, mientras que GrlA lo hace en agitación. De manera interesante las dos proteínas 

se expresan en las dos condiciones, por lo que se sugirió que éstas funcionan 

diferencialmente dependiendo de la condición de crecimiento (Villalba, 2006). El análisis 

del mecanismo por el que GrlA de EPEC activa la expresión de ler indica que GrlA 

contrarresta el efecto negativo que ejerce H-NS sobre ler (Jiménez et al., en preparación), 

así como se ha propuesto que PerC contrarresta a H-NS en el promotor de ler 

(Bustamante et al., en preparación; Porter et al., 2005). Ensayos de retardamiento en la 

movilidad electroforética de la región reguladora de ler mostraron que GST-GrlA de EHEC 

se une a la región promotora de LEE1 (Huang et al., 2008), aunque esta interacción no 

fue totalmente concluyente pues se observó formación de complejos con el ADN en el 

control negativo. No obstante, se ha determinado que MBP-GrlA de EPEC es capaz de 

unirse específicamente a la región reguladora de ler de esa misma bacteria, en la 

secuencia comprendida entre las posiciones -50 a +217 respecto al inicio de la 

transcripción (Jiménez et al., en preparación). 
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Uno de los aspectos más relevantes dentro del proyecto para comprender los 

mecanismos de la regulación transcripcional de GrlA de EPEC ha sido la caracterización 

molecular de la proteína. Por ello, en nuestro laboratorio se ha emprendido el diseño y 

construcción de varias mutantes puntuales con el fin de obtener información de la 

relevancia de aminoácidos y regiones discretas en la función de la proteína. Los cambios 

se han diseñado tanto en los residuos de aminoácidos conservados entre GrlA y sus 

homólogos SGH y CaiF (Fig. 6), así como en otros no conservados (Jiménez et al., en 

preparación). Cabe mencionar que dichos residuos se encuentran ubicados 

mayoritariamente dentro o alrededor de la secuencia correspondiente al motivo HTH. En 

la tabla 1 se resumen las mutaciones realizadas hasta el momento, así como su fenotipo 

caracterizado.  

Tabla 1. Mutaciones puntuales registradas para GrlA de EPEC. 

 

De manera interesante, el sistema GrlA/GrlR no sólo está involucrado en la 

regulación de la expresión de LEE, sino también en el control de la expresión del sistema 

flagelar y de una enterohemolisina en EHEC. 

Inicialmente se reportó que la proteasa dependiente de ATP, ClpXP, regulaba 

positivamente la expresión de los genes de LEE en EHEC al controlar los niveles 

intracelulares de GrlR y RpoS (Iyoda et al., 2005). Se observó entonces que una mutante 
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de EHEC Δclpxp hipersecretaba proteínas en el medio, entre las que destacó la flagelina 

(FliC), componente principal del flagelo. Interesantemente, al eliminar a grlR, la cantidad 

de FliC en los sobrenadantes disminuía, de la misma manera que al sobreexpresar a grlA 

en plásmido multicopia. Adicionalmente se comprobó que la represión ejercida por GrlA 

afectó la función flagelar de EHEC, disminuyendo de manera significativa la movilidad de 

las bacterias. El efecto negativo de GrlA es el resultado de la modulación de la expresión 

de los genes flhD y flhC, que codifican los reguladores maestros necesarios para la 

expresión de los genes flagelares (Iyoda et al., 2006). Estos resultados sugieren que GrlA 

reprime el regulón flagelar posiblemente para asegurar la adherencia de EHEC a las 

células huéspedes, ya que la expresión constitutiva del flagelo inhibe la adherencia de la 

bacteria a células HeLa.  

Por otro lado, GrlA se involucró en la regulación positiva del operón ehxCABD que 

codifica a la enterohemolisina Ehx localizada en el plásmido pO157 de EHEC (Saitoh et 

al., 2008). En ese reporte los autores encontraron que una cepa de EHEC ΔgrlR mostró 

un fenotipo hiperhemolítico provocado por la expresión constitutiva de grlA que a su vez 

activa la expresión de la enterohemolisina. Además se observó que una cepa de EHEC 

Δler conteniendo una versión multicopia de grlA conservaba dicho fenotipo e inducía la 

expresión de ehxC y ehxA (Saitoh et al., 2008). Aunque se sugirió que la actividad 

hemolítica podría servirle a la bacteria para adquirir hierro de la hemoglobina liberada de 

los eritrocitos del huésped, la relevancia de dicho fenotipo y el papel específico de GrlA en 

la de activación del operón ehxCABD no han sido determinados (Saitoh et al., 2008).  
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4. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

• Determinar los mecanismos moleculares que controlan la expresión de los genes 

de virulencia localizados en la isla de patogenicidad LEE de EPEC.  

 

Objetivo particular  

• Identificar aminoácidos de GrlA importantes tanto en su capacidad de activar a ler 

como en su interacción con GrlR.  

 

Objetivos específicos 

• Construir y caracterizar mutantes puntuales en residuos de aminoácidos 

localizados en el motivo HTH de GrlA. 

• Caracterizar el extremo carboxilo terminal de GrlA mediante la construcción y 

caracterización de proteínas truncadas y proteínas mutantes sitio dirigidas.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 



5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Cepas bacterianas y plásmidos 

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo. 

Cepa Descripción Fuente 
Cepas de Escherichia coli   
MC4100 
 

F-, araD139Δ (argF-lac)U169 rpsL150 relA1 
flb5301 deoC1 ptsF25 rbsR,  

Casadaban, 1976 

DH5α 
 

F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 
deoR nupG Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK

- mK
+), λ–. Nalr.  

 

New England 
Biolabs 

BL21 F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal [malB+]K-

12(λS) 
New England 

Biolabs 
 
W3110  

 
F-, λ−, thyA36 deoC2 IN(rrnD-rrnE)1 

Jensen, 1993. 

Cepas de EPEC   
EPEC ΔgrlA Escherichia coli O127:H6 cepa E2348/69 

llevando una eliminación en el marco de 
lectura del gen grlA. Smr.  

Villalba, 2006 

 

Tabla 3. Plásmidos utilizados en este trabajo. 

Plásmido Descripción Fuente 
pler260 
 

Derivado de pKK232-8 conteniendo la region 
reguladora del gen ler de EPEC del -265 al 
+216 fusionada al gen reportero cat 
(cloranfenicol acetiltransferasa).  

Villalba, 2006 
 

pMPMT3 
 

Vector de clonación de bajo número de 
copias. Posee el promotor Plac, inducible por 
IPTG. Tcr. 

Mayer, 1995 

pMAL-c2X 
 

Vector de clonación diseñado para producir 
fusiones a la proteína de unión a maltosa 
(MBP). Promotor Ptac inducible por IPTG. Apr. 

Biolabs® 
 

pGST-GrlR 
 

Derivado de pGEX-T41 que expresa a GST-
GrlR bajo el contro del promotor Ptac 
inducible por IPTG.  

Lara et al., en 
preparación.  

pTEPGrlA1 Derivado de pMPMT3, contiene la región 
codificante de grlA de EPEC. 

Villalba, 2006. 

pTEPGrlA1/S29A Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le cambió 
la S de la posición 29 por una A. 

Este estudio 

pTEPGrlA1/C32A Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le cambió Este estudio 
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 la C de la posición 32 por una A. 
pTEPGrlA1/R41A Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le cambió 

la R de la posición 41 por una A. 
Este estudio 

pTEPGrlA1/Y61A 
 

Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le cambió 
la Y de la posición 61 por una A. 

Este estudio 

pTEPGrlA1/R65A 
 

Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le cambió 
la R de la posición 65 por una A. 

Este estudio 

pTEPGrlA1Δ125-137 
 

Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le 
eliminaron los aminoácidos 125-137 del 
extremo carboxilo terminal 

Este estudio 

pTEPGrlA1Δ131-137 
 

Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le 
eliminaron los aminoácidos 131-137 del 
extremo carboxilo terminal. 

Este estudio 

pTEPGrlA1/R132A 
 

Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le cambió 
la R de la posición 132 por una A. 

Este estudio 

pTEPGrlA1/R133A 
 

Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le cambió 
la R de la posición 133 por una A. 

Este estudio 

pTEPGrlA1/K134A 
 

Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le cambió 
la K de la posición 134 por una A. 

Este estudio 

pTEPGrlA1/K135AR132K 
 

Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le 
cambiaron la R de la posición 132 por una K y 
la K de la posición 135 por una A. 

Este estudio 

pTEPGrlA1/E136A 
 

Derivado de pTEPGrlA1, al cual se le cambió 
la E de la posición 136 por una A. 

Este estudio 

pTEPGrlA1/R133AK134A 
 

Derivado de pTEPGrlA1/R133, al cual se le 
cambiaron la K de la posición 134 por una A. 

Este estudio 

pMBP-grlA 
 

Derivado de pMAL-c2X que expresa a MBP-
GrlA bajo el control del promoto Ptac inducible 
por IPTG.  

Jiménez et al, en 
preparación.  

pMBP-GrlA/S29A 
 

Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió 
la S de la posición 29 por una A. 

Este estudio 

pMBP-GrlA/C32A 
 

Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió 
la C de la posición 32 por una A 

Este estudio 

pMBP-GrlA/R41A 
 

Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió 
la R de la posición 41 por una A. 

Este estudio 
 

pMBP-grlA/I44A Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió 
la I de la posición 44 por una A. 

Jiménez et al, en 
preparación. 

pMBP-GrlA/Y61A 
 

Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió 
la Y de la posición 61 por una A. 

Este estudio 

pMBP-GrlA/R65A 
 

Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió 
la R de la posición 65 por una A. 

Este estudio 

pMBP-GrlAΔ125-137 Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le 
eliminaron los aminoácidos 125-137 del 
extremo carboxilo terminal.  

Este estudio 

pMBP-GrlAΔ131-137 Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le 
eliminaron los aminoácidos 131-137 del 
extremo carboxilo terminal. 

Este estudio 

pMBP-GrlA/R132A Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió Este estudio 
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la R de la posición 132 por una A.  
pMBP-GrlA/R133A Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió 

la R de la posición 133 por una A.  
Este estudio 

pMBP-GrlA/K134A Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió 
la K de la posición 134 por una A.  

Este estudio 

pMBP-GrlA/K135AR132K 
 

Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le 
cambiaron la R de la posición 132 por una K y 
la K de la posición 135 por una A. 

Este estudio 

pMBP-GrlA/E136A Derivado de pMBP-GrlA, al cual se le cambió 
la E de la posición 136 por una A.  

Este estudio 
 

pMBP-GrlA/R133AK134A Derivado de pMBP-GrlA/R133A, al cual se le 
cambiaron la K de la posición 134 por una A. 

Este estudio 

 

 

5.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 

• Luria-Bertani (LB): triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCl 10 g/l.  

• Agar LB: triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l y 15 g de agar. 

• Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM): medio distribuido por GibcoTM 

Invitrogen® adicionado con 3.7 g/l de NaHCO3 y 160 µl/l de piridoxal (25 µg/µl).  

• Medio SOC: triptona 20 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 0.5 g/l, KCl 2.5 mM, 

MgCl2 10 mM, MgSO2 10 mM y glucosa 20 mM.  

 

  Las bacterias se cultivarion en medio LB y DMEM adicionados del antibiótico 

correspondiente y se crecieron en agitación a 37ºC (Tabla 4). Los diferentes ensayos 

reportados en este trabajo se realizaron sin agregar IPTG (Isopropil-β-D-tiogalacto 

piranósido) a menos de que se especifique lo contrario. Cuando se usó IPTG, éste se 

agregó al inicio del ensayo.  
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Tabla 4. Concentraciones de antibióticos utilizadas en este trabajo 

Antibiótico Concentración 
final en medio LB 

Concentración final en 
medio DMEM 

Tetraciclina (Tc) 
12.5 mg/ml 

12.5µg/µl 4.16µg/µl 
 

Ampicilina (Ap)  
200mg/ml 

200µg/µl 100µg/µl 

Estreptomicina (St)  
100mg/ml 

100µg/µl 50µg/µl 

Kanamicina (Km)  
30mg/ml 

30µg/µl 

Ácido nalidíxico (Nal)  
25mg/ml 

25µg/µl 

 

 

5.3. Manipulaciones de ADN 

5.3.1. PCR (Reacción en cadena de la polimerasa). 

Se realizaron reacciones de PCR para amplificar fragmentos de las secuencias de ADN 

deseadas. Cada reacción se realizó en un volumen total de 100 µl. La mezcla de reacción 

contenía ADN molde, desoxirribonucleotidos trifosfato (dNTP’s): desoxiadenosina 5’-

trifosfato (dATP), desoxicitidina 5’-trifosfato (dCTP), desoxiguanosina 5’-trifosfato (dGTP) 

y desoxitimidina 5’-trifosfato (dTTP), oligonucleótidos reverso y directo específicos del 

ADN molde, MgCl2 (Invitrogen®), amortiguador Taq DNA polimerasa 10X (Invitrogen®) y 

enzima Taq DNA polimerasa Platinum (Invitrogen®) (Tabla 4).  

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador GeneAmp® PCR Systems 

9700 (Applied Biosystems) en las siguientes condiciones: un ciclo inicial de 

desnaturalización y activación de la enzima a 94ºC por 5 minutos, seguido por 30 ciclos a 

las siguientes temperaturas: desnaturalización a 94ºC/30 seg., alineamiento entre 53 y 

55ºC/30 seg. dependiendo de los oligonucleótidos utilizados y extensión a 72ºC/30 seg. 

Por último se aplicó un ciclo final de extensión por 10 minutos a 72ºC.  
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Tabla 5. Composición de las reacciones de PCR 

Compuesto Volumen por 100 µ l de 
reacción 

Concentración final 

H2O MQ 77 µl - 
Amortiguador de PCR 10X 10 µl 1X 
MgCl2 50 mM 5 µl 2.5 mM 
Mezcla de dNTPs 10 mM 2 µl 0.2 mM 
Primer directo 25 µM 2 µl 0.5 µM 
Primer reverso 25 µM 2 µl 0.5 µM 
ADN molde 2 µl 100 ng 
Taq DNA polimerasa Platinum  0.5 µl 2.5 U 

 

El tamaño de los productos de las reacciones de PCR se verificó por electroforesis 

en gel de agarosa al 1% en comparación con un marcador de peso molecular conocido. 

 

5.3.2. Digestiones de ADN con enzimas de restricción.  

Cada digestión se realizó conforme a las condiciones recomendadas por los proveedores 

de las enzimas. El volumen total utilizado para cada reacción fue variable, dependiendo 

de la cantidad de enzima y ADN empleado. Aquí se muestra un ejemplo de digestión, con 

un volumen de reacción final de 20 µl: 

H2O MQ estéril …………………………... 7 µl 
Amortiguador 10X (Invitrogen®) …..…... 2 µl 
Enzima (Invitrogen®) ………………1µl (10U) 
ADN ……………………………………… 10 µl 

 
Las digestiones se incubaron a 37ºC por aproximadamente 3 horas. 

Posteriormente, las reacciones se calentaron durante 10 minutos a 65ºC para inactivar a 

las enzimas en caso de que fuera necesario. 
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5.3.3. Electroforesis por geles de agarosa.  

Se preparó una solución de agarosa al 1% (peso/volumen) en amortiguador TAE 1X (Tris 

Base 40 mM, acetato de sodio 33 mM, EDTA 2 mM). La mezcla se calentó y 

posteriormente se dejó enfriar hasta una temperatura de aproximadamente 50ºC.  

Se ensambló el soporte para geles de agarosa y se vertió la solución de agarosa, 

dejando polimerizar durante 10 minutos. Una vez que el gel solidificó se colocó el soporte 

en la cámara de electroforesis, la cual se llenó con amortiguador TAE 0.5X y se cargaron 

las muestras de ADN a analizar. El gel se corrió a 90 V durante 40-60 minutos, 

dependiendo del tamaño del ADN. Finalmente el gel se tiñó con una solución de bromuro 

de etidio para posteriormente visualizarse en el transiluminador Alpha-Imager de luz UV.  

 

5.3.4. Ligaciones.  

Cada ligación se realizó conforme a las condiciones recomendadas por los proveedores 

de las enzimas. A continuación se muestran las cantidades de una ligación en un volumen 

final de reacción de 20 µl : 

H2O MQ estéril …………………………........................ 6.5 µl 
Amortiguador de ligación de DNA 10X (Invitrogen®)...... 2 µl 
Enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen®) ……….… 0.5µl (2.5 U) 
ADN vector …………………………………………………. 5 µl 
ADN inserto ………………………………………………… 5 µl 

 

Las mezclas se incubaron a 4ºC toda la noche.  

 

5.3.5. Transformación bacteriana por electroporación.  

Se colocaron en hielo celdas de electroporación (Gene Pulser® Cuvette) y células 

electrocompetentes necesarias para la transformación. Se tomaron 4 µl del ADN deseado 
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y se mezclaron con 100 µl de células electrocompetentes. La mezcla se transfirió a la 

celda de electroporación dando un pulso con el electroporador (MicroPulser Bio-Rad®) a 

2.5 kV. Se agregó 1 ml de medio SOC a la celda y se mezcló con ayuda de una pipeta. El 

contenido se transfirió a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se incubó a 37ºC durante 90 min 

en agitación. Las transformaciones se plaquearon en cajas Petri con medio agar LB 

adicionado con el antibiótico correspondiente y se incubaron a 37ºC toda la noche.  

 

5.4. Células electrocompetentes.  

Se inocularon 5 ml de medio LB y sus respectivos antibióticos con la cepa deseada 

(DH5α, BL21, MC4100) y se incubó toda la noche a 37ºC en agitación. 

Al día siguiente a 100 ml de medio LB fresco se le adicionó antibiótico y 1 ml del 

cultivo de toda la noche. Se incubó a 37ºC hasta que el cultivo alcanzó una D.O 600nm de 

0.6. El cultivo se distribuyó en dos tubos de 50 ml y se centrifugó a 8000 rmp/5 min/4ºC 

para colectar las células. Se descartó el sobrenadante y las pastillas celulares se lavaron 

dos veces con H2O MQ estéril fría, y una vez con glicerol estéril al 10%. Finalmente cada 

pastilla se resuspendió en 1 ml de glicerol al 10% y se hicieron alícuotas de 100 µl. En 

este punto las células están listas para transformarse ó bien pueden congelarse a -70ºC.  

 

5.5. PCR de colonia.  

Se picaron colonias crecidas en cajas con medio sólido y se resuspendieron en 30 µl de 

H2O MQ estéril. Cada colonia se resembró en cajas nuevas a partir de dicha mezcla. 

Posteriormente, las mezclas se calentaron a 92ºC durante 5 minutos y después se 

centrifugaron durante 2 minutos. Se tomaron 5 µl del sobrenadante para ser usado como 

ADN molde. Las reacciones de PCR se realizaron como se describió anteriormente, 

usando volúmenes finales de 50 µl. Los productos de PCR se separaron por electroforesis 
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en gel de agarosa al 1%, agregando 5 µl de colorante de carga y se tiñieron con una 

solución de bromuro de etidio. 

 

Composición de las reacciones de PCR para 50µl 

H2O MQ ……………………………….. 34.5 µl 
Amortiguador de PCR 10X …….…….….5 µl 
MgCl2 50 mM ………………….……….. 2.5 µl 
dNTPs 10 mM …………………………….1 µl 
Primer directo 25 µM …….….………….. 1 µl 
Primer reverso 25 µM …….….…………. 1 µl 
ADN molde ………………………………. 5 µl 
Taq DNA Altaenzima ……….…………. 2.5 U 

 

 

5.6. Construcción de mutantes puntuales de GrlA. 

5.6.1. Mutantes puntuales en el motivo HTH de GrlA. 

Las mutantes puntuales por Alanina se construyeron por PCR sobrelapado (Heckman & 

Pease, 2007). Se utilizó como ADN templado al gen grlA silvestre clonado en el plásmido 

pMPM-T3 (pTEPGrlA1) (Fig. 7). Para introducir las mutaciones deseadas se diseñó un 

par de oligonucleótidos complementarios con los cambios en el codón correspondiente 

(Tabla 5).  

Se realizaron dos reacciones de PCR para cada mutante y una PCR final 

utilizando una mezcla de los productos de PCR previos como templado, tal como lo ilustra 

la figura 7. En la primera ronda de PCR se utilizó el oligo externo pMPM3RV1 (oligo a) y 

el oligo mutagénico reverso (oligo b) dando como resultado un fragmento de ADN 

denominado PCR reverso. En paralelo se hizo otra reacción de PCR con el 

oligonucleótido externo pMPM3FW1 (oligo c) y el oligonucleótido mutagénico directo 

(oligo d) que produjo el PCR directo. Los fragmentos de ADN (PCR reveso y PCR directo) 
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fueron purificados a partir de un gel de agarosa con el estuche comercial Axygen® 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La reacción de PCR final se realizó con los 

oligos externos e y f (EPCiOrf11H3R y EPGA-XI), usando como ADN molde una mezcla 

con concentraciones iguales del PCR reverso y directo (figura 7). El producto obtenido se 

purificó por extracción de gel de agarosa, se digirió con las enzimas XhoI y HindIII y ligado 

en el plásmido pMPMT3, previamente digerido con las mismas enzimas. Las mezclas de 

ligaciones se introdujeron en células de DH5α por electroporación. Una vez crecidas las 

colonias, se verificó la presencia del inserto haciendo PCR de colonia. Las colonias 

seleccionadas se crecieron en medio LB adicionado con Tc para posteriormente aislar el 

plásmido con el estuche de extracción Roche®. Finalmente la presencia de cada una de 

las mutaciones se verificó por secuenciación. 

Para la generación de los plásmidos con las versiones mutantes de GrlA 

fusionadas a MBP, cada mutante se reamplificó por PCR a partir de los plásmidos 

pTEPGrlA1 mutantes con los oligos EPCiOrf11H3R y MBPCrgrlAF. Los productos de PCR 

se purificaron con el estuche Axygen®, digeridos con las enzimas XbaI y HindIII y ligados 

en el plásmido pMAL-c2X previamente digerido con las mismas enzimas. Las mezclas de 

ligaciones se transformaron en células electrocompetentes de DH5 por electroporación. 

Una vez crecidas las colonias, se verificó la presencia del inserto haciendo PCR de 

colonia. Las colonias seleccionadas se crecieron en medio LB adicionado con Ap para 

posteriormente aislar el plásmido con el estuche de extracción Roche®. La conservación 

del marco de lectura entre malE y grlA, así como las mutaciones se verificaron por 

secuenciación.  
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Figura 7. Representación esquemática de la técnica de mutagénesis por PCR sobrelapado. El gen 
grlA (color gris) se encuentra en el plásmido pMPM-T3 (azul). Los oligos externos a y d se unen a 
la secuencia del vector, mientras que los oligos internos c y b que llevan la mutación deseada se 
pegan dentro de la secuencia de grlA. La reacción de PCR final se realiza mezclando los productos 
de PCR directo y reverso con los oligos e y f que se unen al inicio y al final de grlA.  

 

5.6.2. Eliminaciones y mutantes puntuales en el extremo carboxilo 

terminal de GrlA. 

Para la construcción de eliminaciones y mutaciones puntuales en el extremo carboxilo 

terminal de la proteína GrlA de EPEC se diseñaron oligonucleótidos reversos 

complementarios a la región codificante del extremo 3’ de grlA, introduciendo la 
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mutación deseada ó un codón de paro, así como un sitio de restricción (Tabla 5). Las 

mutantes se construyeron por PCR utilizando como ADN templado a pTEPGrlA1 

silvestre; el oligo directo utilizado fue EPGA-XI y como oligo reverso se empleó uno de 

los diseñados para cada mutación. (Tabla 5). El producto obtenido fue purificado, 

digerido con las enzimas XhoI y HindIII y ligado en el plásmido pMPMT3. Las mezclas 

de ligaciones se transformaron en células electrocompetentes DH5α. Una vez 

crecidas las colonias, se verificó la presencia del inserto y de las colonias 

seleccionadas se aisló el plásmido para verificar la presencia de las mutaciones por 

secuenciación. 

Cada mutante se reamplificó por PCR para ser clonada en el plásmido pMAL-

c2X. Los productos de PCR se purificaron, digirieron y ligaron en el plásmido pMAL-

c2X como se describió previamente. Las mezclas de ligaciones se introdujeron en 

células de DH5α por electroporación. Una vez crecidas las colonias, se verificó la 

presencia del inserto haciendo PCR de colonia. Las colonias seleccionadas se 

crecieron en medio LB adicionado con Ap, para posteriormente realizar extracción del 

plásmido. Las mutaciones así como la conservación del marco de lectura entre malE y 

grlA se verificaron por secuenciación.  

 

Tabla 6. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo* 

Oligo Secuencia (5’3’) 
EPGAS29AFW tatatcttggttGctctttggtgtaaa 
EPGAS29ARV tttacaccaaagagCaaccaagatata 
EPGAC32AFW gtttctctttggGCtaaattgcaggag 
EPGAC32ARV ctcctgcaatttaGCccaaagagaaac 
EPGAR41AFW aaatggatttctGCTaatgatattgcc 
EPGAR41ARV ggcaatatcattAGCagaaatccattt 
EPGAY61AFW tttattataactGCTatatcgagaaga 
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EPGAY61ARV tcttctcgatatAGCagttataataaa 
EPGAR65AFW tatatatcgagaGCTaaagaaaaaatt 
EPGAR65ARV aattttttctttAGCtctcgatatata 
EPGAΔ125RV TCATAAGCTTCTAgatattgagctgtcc 
EPGAΔ131RV CCTTAAGCTTCTAcaagatcatttcgtt 
EPGAR132ARV CCTTAAGCTTctaactctcctttttccgcGCcaagatca 
EPGAR133ARV CCTTAAGCTTctaactctcctttttcGCcctcaagat 
EPGAK134ARV CCTTAAGCTTctaactctcctttGCccgcctcaa 
EPGAK135ARV CCTTAAGCTTctaactctccGCtttccgctt 
EPGAE136ARV CCTTAAGCTTctaactcGcctttttccg 
EPGARK133134 CCTTAAGCTTctaactctcctttGCcGCcctcaagatcat 
PMPM3FW1 gtgccgtaaagcactaaatcgg 
PMPM3RV1 gcgttatcccctgattctgtgg 
EPGA-XI gccaaatttctcgagccattaattat 
EPCiOrf11H3R tactaagaaagcttcgtctaactctcc 
MBPCrgrlAF ataaaaagaacatctagaatggaatctaaa 

 

*Las letras mayúsculas indican los cambios introducidos en la secuencia de los oligos respecto a la secuencia 
silvestre. 

 
 
5.7. Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE). 

Se hicieron geles de poliacrilamida al 12% como sigue: se preparó una mezcla para el gel 

separador (parte inferior del gel), agregando los reactivos en el orden siguiente:  

Reactivo                                           Volumen 
H2O MQ                                                   7 ml 
Acrilamida/Bis-acrilamida (30/0.8%)       8 ml 
Tris-HCl pH 8.8 (1.5 M)                           5 ml 
PSA 10%                                              100 µl 

TEMED                                                   14 µl 

La mezcla se homogeneizó y se vertió entre dos vidrios y se dejó polimerizar por 

20 minutos. Posteriormente se preparó la mezcla para el gel concentrador (parte 

superior). Se agregaron los reactivos en el orden siguiente: 
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Reactivo                                           Volumen  
H2O MQ                                                   6 ml 
Acrilamida/Bis-acrilamida (30/0.8%)     1.5 ml 
Tris-HCl pH 6.8 (0.5 M)                        2.5 ml 
PSA 10%                                                50 µl 
TEMED                                                  10 µl 

 
La mezcla se vertió entre los dos vidrios que contenían en gel separador hasta el 

borde de éstos y luego se insertó un peine para formar los pozos del gel. El gel se dejó 

polimerizar por aproximadamente 10 minutos; se retiró el peine y posteriormente se 

ensambló en la cámara de electroforesis vertical, sujetándolo con ayuda de dos pinzas. 

Se preparó amortiguador de corrida Tris-Glicina-SDS 1X (25 mM Tris Base, 0.2 M Glicina 

y 0.1% SDS). Se agregó suficiente amortiguador a la cámara de electroforesis, 

asegurando cubrir la parte superior e inferior del gel. A las muestras a analizar, 

generalmente extractos celulares, se les agregó amortiguador de carga de proteínas 1X 

(50 mM Tris-HCl pH 6.8, 12.5% glicerol, 1% de SDS, 1% de β-mercaptoetanol, 0.02% de 

azul de bromofenol). Estas muestras, así como el marcador de proteínas se calentaron a 

92ºC por 5 minutos antes de ser cargadas. Se conectaron los electrodos y el gel se corrió 

a 30 mA por aproximadamente 4 horas. Cuando el gel hubo corrido lo deseado se quitó 

de la cámara y se removió de los vidrios. Después se tiñó con azul de Coomassie 

agragando previemente fijador de Coomassie, y se calentó hasta ebullición 2 veces. El gel 

se destiñó con H2O.  

 

5.8. Inmunodetección de proteínas (Western Blot). 

Las muestras a analizar se separaron en SDS-PAGE y posteriormente se midió el tamaño 

del gel a transferir. Por otro lado, se cortaron 6 piezas de papel filtro Whatman un poco 

más grandes que el gel y se cortó un pedazo de membrana de Nitrocelulosa (Millipore) del 
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mismo tamaño que el gel. La membrana y el gel se sumergieron unos minutos en 

amortiguador de transferencia (48 mM Tris Base, 39 mM Glicina, 0.0375% de SDS y 20% 

de metanol). Se utilizó una cámara de transferencia semi-seca Bio-Rad®, la cual se 

humedeció con H2O MQ antes de usarse. Se colocaron tres de las piezas de papel 

Whatman previamente humedecidos con amortiguador de transferencia sobre la 

superficie de la cámara, enseguida la membrana, después el gel y finalmente otras tres 

piezas de papel filtro humedecidas. Se eliminaron las posibles burbujas de aire formadas 

entre las capas y se corrió la transferencia a 15 V por una hora.  

Terminada la transferencia, la membrana se bloqueó con Leche Carnation sin 

grasa al 5% en PBST [PBS 1X (0.13 mM NaCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4, 2.7 

mM KCl) y 0.3% de Tween 20] a temperatura ambiente por lo menos una hora.  

La membrana se lavó tres veces durante 10 minutos con PBST. Posteriormente se 

adicionó una dilución 1:10000 del anticuerpo primario αDNaK, αMBP ó αTir y se incubó 

en agitación por  4 horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, la membrana 

se lavó tres veces durante 10 minutos con PBST. Se preparó la dilución 1:10000 del 

anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina G de conejo ó anti-inmunoglobulina G de 

ratón en PBST. Se incubó por una hora en agitación a temperatura ambiente.  

La membrana se lavó cuatro veces durante 10 minutos con PBST y 

posteriormente se eliminó el exceso de PBST.  Para revelar, a la membrana se le agregó 

luminol y reactivo oxidante (Western Lightning PerkinElmer) en proporción 1:1 y se dejó 

incubando un minuto en agitación a temperatura ambiente, asegurándonos de embeber 

toda la membrana en la solución. Enseguida, en un cuarto oscuro, la membrana se 

expuso en una película fotográfica Kodak X-omat durante el tiempo adecuado 

dependiendo de la señal emitida.  
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5.9. Perfil de proteínas secretadas. 

Las cepas de interés se cultivaron en medio LB con el antibiótico correspondiente durante 

toda la noche a 37ºC en agitación. Posteriormente se subcultivaron en matraces de 250 

ml conteniendo 50 ml de medio DMEM y el antibiótico correspondiente así como 1% de 

medio LB. Se tomó 1.5 ml de muestra cuando los cultivos alcanzaron una D.O.600 de 0.8. y 

se centrifugaron a 13000 r.p.m en una microcentrífuga Eppendorf 5417C durante 5 

minutos. Se transfirió 1.3 ml del sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio y 

posteriormente se le agregó 10% de ácido tricloro acético (TCA). Los tubos se dejaron 

incubando 1 hora en hielo. Por otro lado, las pastillas se resuspendieron en 200 µl de 

amortiguador de carga de proteínas 1X, se calentaron por 5 minutos a 92ºC y se corrieron 

en un gel de poliacrilamida para realizar Western Blot.  

Las proteínas fueron colectadas por centrifugación a 14 000 r.p.m durante 30 

minutos; posteriormente se descartó el sobrenadante y se dejaron secar la pastillas, las 

cuales se resuspendieron en 4 µl de Tris 1 M pH 11 y 15 µl de amortiguador de carga 1X 

de proteínas. Las proteínas precipitadas se calentaron por 5 minutos a 92ºC y se 

sometieron a separación en SDS-PAGE.  

 

5.10. Cuantificación de la actividad de CAT (Cloranfenicol acetil-transferasa).  

Los plásmidos con las mutaciones de interés se transformaron en células 

electrocompetentes de E. coli MC4100 conteniendo la fusión transcripcional ler-cat 

(pler260). Se sembraron las cepas transformadas en tubos de ensayo de 5 ml de medio 

LB y el antibiótico correspondiente, dejándolas crecer toda la noche a 37ºC en agitación. 

Posteriormente se inocularon 500 µl de estos cultivos en matraces de 250 ml con 50 ml de 

DMEM, suplementados con 1% de LB y el antibiótico correspondiente. Los cultivos se 

dejaron crecer a una D.O.600 de 1 y en este punto se tomó 1 ml de los mismos. Las 
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muestras se centrifugaron a 13 000 r.p.m durante 2 minutos a 4ºC, se retiró el 

sobrenadante y la pastilla celular se lavó con un 1 ml de solución TDTT (50 mM Tris-HCl 

pH 7.8, 30 µM DL-ditiotritol). Las pastillas lavadas se resuspendieron en 1 ml de solución 

TDTT para luego sonicarlas con un sonicador SONIPREP, utilizando pulsos de 9.9 

segundos con descansos de 5.0 segundos durante tres minutos. Las muestras se 

centrifugaron a 12 000 r.p.m a 4ºC por 20 minutos. El sobrenadante (extracto crudo) se 

transfirió a un tubo Eppendorf limpio.  

Para determinar la concentración de proteína se utilizó el estuche comercial BCA 

(Pierce). Se colocaron 10 µl de cada muestra por duplicado en una placa de 96 pozos. Se 

agregaron 200 µl de la mezcla de reacción (25 ml de la solución A + 500 µl de la solución 

B). Posteriormente se incubó la placa a 37ºC por 30 minutos. La lectura de absorbancia 

se llevó a cabo a una longitud de onda de 562 nm en el lector automatizado de placas 

CERES 900C en el paquete computacional KC3 jr.  

Para determinar la actividad enzimática de CAT se colocaron 5 µl de cada muestra 

por duplicado en una placa de 96 pozos. Posteriormente se agregaron 200 µl de la mezcla 

de reacción Tris-HCl 0.1 M pH 7.8, DTNB 5.5 ‘-ditio-bis (2-ácido nitrobenzoico) 1 mM, 

acetilcoenzima A 0.1 mM, cloranfenicol 0.1mM. La cinética de activida denzimática de 

CAT se determinó a una absorbancia de 410 nm con lecturas cada 5 segundos, durante 5 

minutos utilizando el lector CERES 900C y el paquete computacional KC3 jr. La actividad 

específica de CAT de cada muestra se determinó dividiendo la actividad enzimática entre 

la concentración de proteína. 
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5.11. Ensayo de interacción de proteína-proteína mediante “Pull-down”. 

5.11.1. Preparación de extractos celulares. 

Para el ensayo de pull down se utilizaron las mutantes de GrlA fusionadas a MBP (MBP-

GrlA) expresadas a partir del plásmido pMAL-c2X así como GrlR fusionada a la proteína 

Glutatión S Transferasa (GST-GrlR) y GST expresadas a partir del plásmido pGEX-4T1. 

Para la preparación de extractos celulares se inocularon los cultivos bacterianos 

deseados en 5 ml de medio LB adicionando el antibiótico correspondiente y se incubaron 

toda la noche a 37ºC en agitación. Posteriormente a partir de dichos cultivos se inocularon 

matraces con 50 ml de LB, 0.2% de glucosa y el antibiótico correspondiente y se continuó 

el crecimiento a 37ºC. Cuando los cultivos alcanzaron una D.O.600 de 0.6, se indujo la 

expresión de las proteínas recombinantes con IPTG a una concentración de 0.3mM para 

los plásmidos derivados de pMAL-c2X y 0.5 mM para los de pGEX4T1. La inducción se 

dejó toda la noche.  

Se recuperó la pastilla celular por centrifugación a 8000 r.p.m/4ºC/5 min; luego se 

lavó con 20 ml de PBS 1X frío y se descartó el sobrenadante. La pastilla se resuspendió 

en 2 ml de PBS 1X frío y se hicieron alícuotas de 1 ml en tubos Eppendorf de 1.5 ml. 

Cada tubo se sonicó con pulsos de 9.9 segundos y 5 segundos de descanso durante 10 

minutos o hasta que el extracto quedara claro. Los tubos se centrifugaron a 12000 r.p.m. 

a 4ºC durante 10 minutos para separar los restos celulares, y el sobrenadante final se 

transfirió a un tubo limpio.  

 

5.11.2. Preparación de la resina de Glutatión SefarosaTM (GS).   

Se tomaron 500 µl de la resina Glutatión Sefarosa (Amersham Biosciences) por cada 

ensayo de pull down (esta cantidad varió dependiendo de las interacciones a probar), se 

lavó con 1 ml de PBS 1X frío a 6000 r.p.m/4ºC/1 minuto y el sobrenadante se desechó 
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con ayuda de una pipeta repitiendo el procedimiento 3 veces. Finalmente se adicionaron 

500 µl de PBS 1X.  

 

5.11.3. Unión de las proteínas GST y GST-GrlR a la resina GS. 

Se adicionaron aproximadamente 150 µl del extracto crudo de GST a un tubo con 50 µl de 

resina previamente lavada, mientras que al resto de los tubos se les agregó 400 µl del 

extracto GST-GrlR. Los tubos se dejaron 1 hora a 4ºC con agitación (captura por la resina, 

Fig. 8). Al término de ese tiempo se centrifugaron a 6000 r.p.m/4ºC/1 minuto. Enseguida 

se decantó el sobrenadante y la resina se lavó con 1 ml de PBS 1X frío 5 veces.  

 

5.11.4. Captura de la proteína blanco fusionada a MBP.  

Se adicionaron 800 µl del extracto crudo de la proteína MBP-GrlA silvestre al tubo 

conteniendo el complejo resina-GST y a uno con resina-GST-GrlR, mientras que al resto 

de los tubos con resina-GST-GrlR se adicionaron los extractos de cada una de las 

mutantes de GrlA fusionadas a MBP. Los tubos se dejaron 2 horas a 4ºC en agitación. Al 

término de este tiempo, se centrifugaron a 6000 r.p.m/4ºC/1 minuto y se decantó el 

sobrenadante. La resina se lavó con 1 ml de PBS 1X frío 5 veces (lavado del complejo, 

Fig. 8). Finalmente los complejos proteicos resultantes se resuspendieron en 200 µl de 

amortiguador de carga de proteínas 1X y las muestras se corrieron en SDS-PAGE como 

se describió anteriormente. 
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Figura 8. Representación esquemática del ensayo de “pull-down”. La proteína GST-GrlR se unió a 
las partículas de Glutatión Sefarosa (GS) y el complejo se lavó, posteriormente se adicionaron los 
extractos de las proteínas MBP-GrlA silvestre y mutantes. Las mezclas se lavaron para eliminar 
proteínas unidas inespecíficamente y los complejos resultantes se sometieron a electroforesis en 
gel de poliacrilamida. Modificado de Promega Corporation.  

 

 

 

 

 

 

 



6. RESULTADOS 

 

6.1. Diseño de mutaciones puntuales en el motivo HTH de GrlA.  

GrlA es una proteína reguladora de genes de virulencia con función dual, siendo capaz 

por un lado de activar a ler uniéndose directamente a su región reguladora y por otro de 

interactuar con el represor GrlR contrarrestando la represión ejercida por éste (Jiménez et 

al., en preparación; Lara et al., en preparación). Además, GrlA está implicada en la 

regulación de otros blancos fuera del contexto de LEE (Iyoda et al., 2006; Saitoh et al., 

2008). Debido a la importancia de esta proteína para la expresión de ler y por tanto en la 

patogenicidad de los miembros de la familia A/E, en este trabajo realizamos mutagénesis 

sitio-dirigida para identificar residuos de aminoácidos de GrlA involucrados en las 

funciones relacionadas a la regulación de los genes de virulencia en EPEC. 

Como parte de la caracterización molecular de GrlA, previamente en el laboratorio 

se realizaron mutaciones puntuales en residuos  no conservados y conservados de esta 

proteína con sus homólogos SHG y CaiF. La mayor parte de estos residuos se 

encuentran ubicados a lo largo de la secuencia correspondiente al motivo de unión a ADN 

(HTH). Los aminoácidos escogidos se cambiaron por Alanina, y las mutaciones realizadas 

fueron en la Prolina 23 (P23A), Leucina 24 (L24A), Tirosina 25 (Y25A), Triptofano 31 

(W31A), Asparagina 42 (N42A), Isoleucina 44 (I44A), Ácido glutámico 46 (E46A), 

Fenilalanina 48 (F48A), Isoleucina 50 (I50A), Leucina 52 (L52A), Arginina 54 (R54A) y 

Serina 56 (S56A). Las mutantes W31A, I44A, F48A e I50A perdieron su capacidad de 

activar a ler y de complementar a EPEC ΔgrlA, así como la capacidad de interactuar con 

GrlR. Las mutantes Y25A y R54A sólo perdieron la capacidad de activar a ler y de 

complementar a EPEC ΔgrlA, mientras que la mutante L24A perdió únicamente la 

interacción con GrlR. El resto de las mutaciones (P23A, N42A, E46A, L52A y S56A) no 
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mostraron ningún efecto en la capacidad de la proteína de activar a ler ni en la interacción 

con GrlR (Jiménez et al., en preparación).  

Teniendo en cuenta estos datos, se llevó a cabo la proyección de la distribución de 

los aminoácidos que componen las alfa hélices del HTH de GrlA, usando el programa 

computacional Helical Wheel Applet 

(http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheel_instructions). De acuerdo a dicha 

distribución se localizaron los residuos en los que se hicieron las mutaciones puntuales: 

los cambios en las posiciones L24A, Y25A, W31A se encuentran en la hélice II; las 

mutaciones N42A, I44A, E46A y F48A en la hélice III y las mutaciones R54A y S56A se 

ubican en la hélice IV (Fig. 9). Se considera que las tres hélices de un motivo HTH 

contribuyen al contacto de la proteína con el ADN, aunque la especificidad de la 

secuencia de unión se presume se encuentra mayoritariamente en la tercera (hélice IV de 

GrlA) (Huffman y Brenna, 2002; Aravind et al., 2005).  

En el presente trabajo se diseñaron cambios puntuales en aminoácidos 

localizados dentro del motivo de unión a ADN de GrlA, específicamente en la Serina 29 

(S29), Cisteína 32 (C32), Arginina 41 (R41), Tirosina 61 (Y61) y Arginina 65 (R65) (Fig. 

9). El criterio para la selección de los aminoácidos a mutar se basó en la localización que 

éstos presentaron sobre una misma cara de las hélices del HTH respecto a otros residuos 

previamente mutados y que mostraban afectar la función de la proteína y/o su capacidad 

de interactuar con GrlR. Los residuos S29 y C32 se encuentran en la misma cara de la 

hélice II que la mutante inactiva Y25A, el residuo R41 se encuentra en la misma cara de la 

hélice III que las mutantes inactivas I44A y F48A, y finalmente los aminoácidos Y61 y R65 

se localizan en la misma cara de la hélice IV que la mutante inactiva R54A (Fig. 9). Los 

residuos elegidos se substituyeron por Alanina, un aminoácido pequeño que no cuenta 

con grupo funcional reactivo y que mantiene estructuras tridimensionales debido a su 

tendencia a formar racimos fuera del agua (Horton et al., 2002).  
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Figura 9. Distribución de los aminoácidos de las hélices del motivo HTH de GrlA de EPEC. En la 
parte superior de cada hélice se muestra el número de hélice que le corresponde de acuerdo a la 
predicción de estructura secundaria. El diagrama señala el acomodo de los residuos siguiendo un 
plano tridimensional. Los colores representan los fenotipos de las mutaciones puntuales que se 
construyeron previamente y las flechas señalan las posiciones de las mutaciones diseñadas en 
este trabajo. 

 
Las mutaciones diseñadas se construyeron por PCR sobrelapado, amplificando la 

región codificante de grlA a partir del plásmido pTEPGrlA1 silvestre usando 

oligonucleótidos específicos que introdujeron la mutación puntual deseada, tal como se 

describe en materiales y métodos. Los productos de PCR obtenidos se purificaron, 

digirieron y ligaron en el vector pMPM-T3. Las mezclas de ligación se transformaron en E. 

coli (MC4100 ó DH5α), se seleccionaron algunas colonias que fueron sometidas a PCR 
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de colonia y a extracción de plásmidos recombinantes para identificar la presencia del 

grlA. La integridad del inserto así como la presencia de cada una de las mutaciones 

puntuales se verificó por secuenciación de los plásmidos resultantes pTEPGrlA1/S29A, 

pTEPGrlA1/C32A, pTEPGrlA1/R41A, pTEPGrlA1/Y61A y pTEPGrlA1/R65A.  

 

6.2. Los residuos Y61 y R65 de GrlA son importantes para activar la expresión de ler 

en E. coli MC4100. 

El efecto de las mutaciones puntuales dentro del motivo HTH en la función de GrlA se 

evaluó por su capacidad de promover la expresión de una fusión de ler al gen reportero 

cat. La fusión utilizada fue ler-cat (pler-260), la cual abarca de los nucleótidos -265 a +216 

respecto al inicio de la transcripción de ler de EPEC, y se ha demostrado que contiene 

todos los elementos necesarios para su regulación (Villalba, 2006).  

 La expresión de la fusión transcripcional ler-cat se analizó en una E. coli cepa 

MC4100, la cual es una cepa de laboratorio que al no poseer la isla LEE permite analizar 

directamente la función de GrlA sobre la expresión de ler cuando ambas se expresan a 

partir de plásmidos. MC4100 (pler-260) se transformó con los plásmidos que expresan a 

GrlA silvestre pTEPGrlA1 wt y con cada una de las mutantes puntuales pTEPGrlA1/S29A, 

pTEPGrlA1/C32A, pTEPGrlA1/R41A, pTEPGrlA1/Y61A y pTEPGrlA1/R65A, así como el 

vector solo pMPMT3. Como se muestra en la figura 10A, el plásmido que lleva a GrlA 

silvestre fue capaz de activar la expresión de ler, a diferencia de aquella que sólo lleva el 

vector pMPMT3, tal como se ha observado previamente (Villalba, 2006; Jiménez et al., en 

preparación). Las mutantes S29A, C32A y R41A conservaron la capacidad de activar a ler 

a nivel similar o incluso un poco más alto que el de la proteína silvestre. Esto indica que 

los residuos S29, C32 y R41 de GrlA no están involucrados en la activación de ler en E. 

coli MC4100. Por el contrario, la mutación en el aminoácido Y61 abatió completamente la 
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capacidad de la proteína de promover la expresión de ler, mientras que para la mutante 

en el aminoácido R65, el nivel de actividad de la fusión transcripcional ler-cat fue 

aproximadamente 1/3 del mostrado por GrlA silvestre. Estos resultados sugieren que los 

residuos Y61 y R65 de GrlA son importantes para activar la expresión de ler en E. coli 

MC4100. 

Con el fin de analizar el efecto de las mutantes directamente en EPEC, los 

plásmidos pTEPGrlA1 y pTEPGrlA1/S29A, C32A, R41A, Y61A y R65A se transformaron 

en EPEC ΔgrlA, para analizar su capacidad de complementar a dicha cepa mediante el 

perfil de proteinas secretadas. En el perfil de secreción típico de EPEC se detectan 

principalmente las proteínas formadoras del translocón (EspA, EspB y EspD) y el 

autotransportador EspC, cuya expresión depende directamente de Ler. La figura 10B 

muestra los resultados obtenidos, en donde el plásmido que expresa la proteína silvestre 

GrlA fue capaz de complementar a EPEC ΔgrlA y no así el vector solo. Por otro lado, las 

proteínas mutantes expresadas a partir de los plásmidos pTEPGrlA1/Y61A y 

pTEPGrlA1/R65A no fueron capaces de complementar a EPEC ΔgrlA, mientras que las 

proteínas expresadas de los plásmidos pTEPGrlA1/S29A, C32A y R41A restauran la 

secreción de las proteínas EspC, EspB, EspD y EspA, como lo hace GrlA silvestre. Estos 

resultados son consistentes con lo observado con las fusiones transcripcionales y 

refuerzan la idea que los aminoácidos Y61 y R65 son importantes para la función de GrlA 

en EPEC. 

Dado que a la fecha no se cuenta con ningún anticuerpo capaz de reconocer 

específicamente a GrlA y por lo tanto no podemos monitorear la producción de la proteína 

expresada a partir del plásmido pTEPGrlA1, se decidió fusionar cada una de las mutantes 

de GrlA a la proteína de unión a maltosa (MBP); la obtención de las proteínas 

recombinantes MBP-GrlA/mutante nos permite monitorear su expresión con anticuerpos 

anti-MBP. 
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Figura 10. A. Análisis del efecto de las mutaciones puntuales del motivo HTH en la función de 
GrlA. La expresión de la fusión ler-cat fue monitoreada en la cepa de E. coli MC4100 (MC4100 
pler260) en presencia de vector pMPM-T3, pTEPGrlA1 silvestre (wt), y cada una de las mutantes 
puntuales pTEPGrlA1/S29A, C32A, R41A, Y61A y R65A. Se determinó la actividad específica de 
CAT a partir de muestras colectadas de cultivos bacterianos crecidos a 37ºC en medio DMEM en 
agitación D.O600 de 1. Los valores representan el promedio de al menos tres experimentos 
independientes hechos por duplicado y se muestra la desviación estandar. B. Perfil de secreción 
de EPEC ΔgrlA complementada con las mutantes de GrlA S29A, C32A, R41A, Y61A y R65A. Los 
cultivos de EPEC ΔgrlA transformada con los plásmidos pTEPGrlA1(wt), pTEPGrlA1/S29A, C32A, 
R41A, Y61A y R65A fueron crecidos a 37ºC en medio DMEM en agitación hasta una D.O600nm de 
0.8, a la cual se tomaron las muestras. Las proteínas secretadas se precipitaron con 10% de TCA 
a partir de 1.3 ml de sobrenadante colectado después de centrifugación. Las proteínas precipitadas 
se separaron en un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y 
teñidas con azul de Coomasie. En el lado izquierdo de la figura se muestra el marcador de peso 
molecular de proteínas (M), así como el peso de algunas bandas, mientras que en el lado derecho 
se indica el nombre de las proteínas características del perfil de secreción de EPEC. 



  59 

Para esto se amplificó por PCR cada una de las mutantes de grlA a partir de los 

plásmidos pTEPGrlA1/S29A, C32A, R41A, Y61A y R65A. Los productos de PCR 

obtenidos se purificaron, digirieron y se ligaron en el vector pMAL-c2X. Las mezclas de 

ligación se transformaron en E. coli DH5α y algunas colonias obtenidas se sometieron a 

PCR de colonia y a extracción de plásmidos para verificar la presencia de grlA. La 

conservación del marco de lectura entre mbp y grlA así como la presencia de cada una de 

las mutaciones se verificó por secuenciación. Los plásmidos resultantes pMBP-

GrlA/S29A, pMBP-GrlA/C32A, pMBP-GrlA/R41A, pMBP-GrlA/Y61A y pMBP-GrlA/R65A se 

transformaron en EPEC ΔgrlA para evaluar su capacidad de complementar a dicha cepa y 

analizar su producción.  

Como se puede ver en la figura 11, todas las mutantes fusionadas a MBP (MBP-

GrlA/S29A, C32A, R41A, Y61A y R65A) fueron capaces de complementar a EPEC ΔgrlA, 

pues todas restauran el perfil de secreción de la misma forma que lo hace la versión 

silvestre de GrlA (pMBP-GrlA wt). Con el objeto de analizar la expresión de las proteínas 

recombinantes, se tomaron muestras de cultivo para detectar la producción de MBP por 

medio de “western blot” con anticuerpos anti-MBP. Tal como lo muestra el panel inferior 

de la figura 11, se encontró que todas las mutantes se expresaron a niveles similares que 

la proteína silvestre. La discrepancia entre los datos obtenidos en el ensayo de activación 

transcripcional y de complementación con los plásmidos derivados de pMPM-T3 (Fig. 10A 

y B) y el ensayo de complementación con los plásmidos derivados de pMAL-c2X (Fig. 11) 

sugiere que las mutaciones en los residuos Y61 y R65 afectaron la función de GrlA, pero 

que la fusión a MBP probablemente esté favoreciendo su funcionalidad. Esto podría 

llevarse a cabo ya sea por un aumento en la estabilidad de las proteínas o simplemente 

por el nivel de expresión (considerablemente mayor) que alcanzan cuando se expresan 

como proteínas de fusión. 
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Figura 11. Perfil de secreción de EPEC ΔgrlA complementada con las mutantes puntuales del HTH 
fusionadas a MBP. Los cultivos bacterianos de EPEC ΔgrlA transformada con los plásmidos pMAL-
c2X, pMPB-GrlA wt, pMBP-GrlA/S29A, C32A, R41A, Y61A y R65 fueron crecidos a 37ºC en medio 
DMEM en agitación hasta alcanzar una D.O600nm de 0.8 y en este punto se tomaron las muestras. 
Las proteínas secretadas se precipitaron y se separaron en SDS-PAGE para después ser teñidas 
con azul de Coomassie. Se muestra el marcador de peso molecular de proteínas (M), y en el lado 
derecho se indican las proteínas secretadas por EPEC. En la parte inferior se muestra la 
inmunodetección de MBP-GrlA silvestre y mutantes a partir de los lisados totales de las células de 
las mismas muestras tomadas para el perfil de secreción con anticuerpos α-MBP y como control de 
carga se inmunodetectó a la proteína DnaK con anticuerpos α-DnaK.  
 

Con la finalidad de analizar si el nivel de expresión (sobre-expresión) de las 

proteínas mutantes opacaba el efecto de las mutaciones puntuales, los plásmidos 

pTEPGrlA1/Y61A y R65A se transformaron en EPEC ΔgrlA, así como los controles 

pMPM-T3 y pTEPGrlA1 WT y la producción de GrlA en esta cepa se indujo con 1mM de 

IPTG. De manera interesante, las mutantes Y61A y R65A bajo condiciones de inducción 

fueron capaces de complementar a EPEC ΔgrlA y restablecer el perfil de secreción 

característico (Fig. 12A) Además, la mutante pTEPGrlA1/R65A inducida fue capaz de 

aumentar la expresión de la fusión ler-cat aproximadamente tres veces con respecto a la 

no inducida, lo cual representó aproximadamente el 50% de actividad de pTEPGrlA1 
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silvestre (Fig. 12B). Esto datos apuntan que el efecto de las mutaciones puntuales puede 

enmascararse si las proteínas se expresan en mayor cantidad, como se logra al ser 

inducidas con IPTG.  

 

Figura 12. Sobre-expresión de las mutantes puntuales del HTH de GrlA. A. Perfil de secreción de 
EPEC ΔgrlA complementada con los plásmidos pTEPGrlA1 silvestre (wt), pTEPGrlA1/S29A, C32A, 
R41A, Y61A y R65A. Los cultivos se inocularon por duplicado y se crecieron a 37ºC en medio 
DMEM adicionado o no con 1 mM de IPTG, en agitación hasta una D.O600nm de 0.8 a la cual se 
tomaron las muestras. Las proteínas secretadas se precipitaron y se separaron en SDS-PAGE 
para después ser teñidas con azul de Coomasie. Se muestra el marcador de peso molecular de 
proteínas (M), y en el lado derecho se indican las proteínas secretadas por EPEC. B. La expresión 
de la fusión ler-cat fue monitoreada en E. coli W3130. Los cultivos fueron crecidos a 37ºC en medio 
DMEM adicionado o no con 1 mM de IPTG, en agitación hasta alcanzar una D.O600nm de 1. Los 
valores representan los promedios de al menos tres experimentos independientes hechos por 
duplicado y se muestra la desviación estándar.  
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6.3. Los residuos S29, C32, R41, Y61 y R65 de GrlA no participan en la interacción 

con el represor GrlR.  

En el 2003 Creasey y colaboradores, mediante ensayos de interacción proteína-proteína 

con el sistema de dos híbridos de levaduras, encontraron que GrlR de EPEC es capaz de 

interactuar consigo mismo y que también forma heterodímeros con GrlA (Creasey et al., 

2003). Esta interacción también ha sido demostrada por ensayos tipo “pull-down” 

(Jobichen et al., 2007; Huang et al., 2008; Jiménez et al., en preparación).  

Teniendo por objetivo analizar el impacto de las mutaciones puntuales de GrlA en 

la interacción con el represor GrlR, los plásmidos pMBP-GrlA wt, pMBP-GrlA/S29A, C32A, 

R41A, Y61A y R65A se transformaron en E. coli DH5α en donde las proteínas fusionadas 

a MBP fueron sobre-expresadas. De igual forma la proteína GST-GrlR se sobre-expresó 

en E. coli BL21, y posteriormente se prepararon extractos totales de estas bacterias. 

Adicionalmente se sobre-expresaron las proteínas MBP-grlA/I44A y GST en E. coli BL21; 

estas proteínas se utilizaron como controles negativos del ensayo. MBP-GrlA/I44A lleva 

una mutación puntual por Alanina en la Isoleucina 44, lo que provoca la pérdida de la 

interacción GrlA-GrlR (Jiménez et al., en preparación). Para el ensayo de “pull down” 

GST-GrlR se unió a la resina glutatión sefarosa y después se adicionaron los extractos 

que contenían a MBP-GrlA wt y cada mutante de GrlA. Estas mezclas se lavaron para 

eliminar las proteínas unidas inespecíficamente y finalmente los complejos proteicos 

resultantes se separaron por SDS-PAGE.  

Se constató que MBP-GrlA silvestre es capaz de interactuar con GST-GrlR y no lo 

hace con GST sola (Fig. 13) tal como se ha visto anteriormente (Jiménez et al, en 

preparación). Por otro lado, se encontró que todas las proteínas mutantes MBP-

GrlA/S29A, C32A, R41A, Y61A y R65A conservaron la interacción con GST-GrlR de 

manera similar a como lo hace MBP-GrlA silvestre, sugiriendo que estos residuos no se 

localizan en la interfase de interacción entre GrlA y GrlR (Fig. 13). El análisis de la 
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producción de las proteínas usadas en el experimento de “pull-down” con anticuerpos α-

MBP indicó que todas se expresaron a un nivel similar (Fig. 13 panel inferior).  

 
 

Figura 13. Los aminoácidos S29, C32, R41, Y61 y R65 de GrlA no participan en la interacción con 
GrlR. Para el ensayo de pull down la proteína GST-GrlR se unió a la resina de glutatión sefarosa, y 
al complejo resina/GST-GrlR se adicionaron extractos de cada mutante fusionada a MBP. Después 
de varios lavados los complejos resultantes fueron separados en SDS-PAGE. En la figura se 
muestran las bandas correspondientes a MBP-GrlA, GST-GrlR y GST, así como el marcador de 
peso molecular (M). Como control negativo se uso MBP-GrlA/I44A la cual se ha demostrado pierde 
la interacción con GrlR. En la parte inferior se observa la inmunodetección de las proteínas MBP-
GrlA silvestre y mutantes a partir de los extractos usados en el “pull-down”, empleando anticuerpos 
α-MBP. 
 
 
 
6.4. Caracterización del extremo C-terminal de GrlA: los últimos seis aminoácidos 

son requeridos para la activación de ler. 

Previamente en el laboratorio, como parte de la caracterización funcional de GrlA, se 

realizaron eliminaciones de 20 aminoácidos a lo largo de la proteína (Δ2-20; Δ21-40; Δ41-

60; Δ61-80; Δ81-100; Δ101-120; Δ121-137). Los resultados arrojaron que ninguna de las 

eliminaciones fue capaz ni de activar la fusión ler-cat ni de complementar a EPEC ΔgrlA; 

no obstante, las mutantes con las eliminaciones Δ101-120 y Δ121-137 conservaron la 

interacción con GrlR. Estos datos indican que los primeros 100 aminoácidos son 

importantes para la interacción de GrlA con GrlR, y que al menos esa región de la 
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proteína conserva una estructura terciaria lo suficientemente bien plegada para permitir 

dicho fenómeno (Jiménez et al., en preparación). Entonces, si la mutante Δ121-137 de 

GrlA continúa interactuando con GrlR pero no es capaz de activar la expresión de ler, esto 

sugiere que los 17 aminoácidos del extremo carboxilo terminal de GrlA pudieran estar 

involucrados en la habilidad de la proteína de activar a ler.  

Tomando como base lo anterior y con el fin de analizar con más detalle esta parte 

de la proteína, decidimos realizar dos recortes adicionales en el extremo C-terminal de 

GrlA de EPEC, que van de los aminoácidos 125-137 y 131-137 (Fig. 14). Dichos recortes 

se construyeron por PCR, con oligonucleótidos reversos específicos que introdujeron el 

codón de paro dentro de grlA en el codón 125 ó 131. Los productos de PCR se 

purificaron, digirieron y ligaron al vector pMPM-T3, y las eliminaciones se verificaron por 

secuenciación.  

 
 

Figura 14. Representación esquemática de las eliminaciones del extremo C-terminal de GrlA. La 
figura muestra la estructura secundaria de la proteína y en el lado derecho se indica la parte de la 
proteína eliminada. Las figuras se obtuvieron a partir de la predicción de la figura 6.  

 
El fenotipo de cada eliminación se evaluó por su capacidad de activar la expresión 

de la fusión ler-cat en E. coli MC4100. Como se puede ver en la figura 15A, ninguna de 

las dos eliminaciones (pTEPGrlA1/Δ125-137 y pTEPGrlA1/Δ131-137) activó a ler como lo 

hace la versión silvestre (pTEPGrlA1 wt), mostrando un abatimiento total de la actividad 

de la fusión transcripcional. Este resultado indica que los últimos 6 aminoácidos de GrlA 

son requeridos para el funcionamiento de la proteína en la activación ler.  
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Posteriormente, las secuencias de grlA llevando las eliminaciones se amplificaron 

por PCR a partir de los plásmidos pTEPGrlA1/Δ125-137 y pTEPGrlA1/Δ131-137 y ligadas 

al vector pMAL-c2X. Los plásmidos resultantes pMBP-GrlA/ Δ125-137 y pMBP-GrlA/Δ131-

137 se transformaron en EPEC ΔgrlA para evaluar directamente su efecto en dicha 

bacteria. Como se muestra en la figura 15B, ninguna de las eliminaciones fue capaz de 

restablecer el perfil de secreción característico de EPEC, lo que es consistente con la 

incapacidad de las proteínas de activar a ler. Además, el análisis de la producción de las 

dos proteínas truncadas mediante “western blot” mostró que las eliminaciones de GrlA se 

producen satisfactoriamente (Fig. 15B panel inferior). Los resultados sugieren que los 

aminoácidos 131-137 son importantes para la función de GrlA. 

Dado que GrlA cuenta con un motivo de unión a ADN tipo HTH en la mitad amino 

terminal de la proteína, resulta interesante encontrar aminoácidos en el extremo carboxilo 

que afecten su funcionalidad. Anteriormente se había reportado que una versión trunca de 

GrlA de EHEC (GrlA Δ107-138) era capaz de restaurar parcialmente la expresión de LEE al 

ser sobre-expresada (Huang et al., 2008). Con la finalidad de analizar si la sobre-

expresión de pMBP-GrlA/ Δ125-137 y pMBP-GrlA/Δ131-137 de EPEC era capaz de 

complementar a EPEC ΔgrlA evaluando su perfil de secreción, estas eliminaciones se 

indujeron en EPEC ΔgrlA. Las cepas de interés se crecieron por duplicado en medio 

DMEM adicionando 0.1 mM de IPTG a 37ºC en agitación hasta alcanzar una D.O600nm de 

0.8. Como se observa en la figura 16, cuando los plásmidos pMBP-GrlA/Δ125-137 y 

pMBP-GrlA/Δ131-137 se indujeron, las versiones truncas de GrlA sobre-expresadas 

fueron capaces de complementar parcialmente a EPEC, mostrando un aumento en el 

perfil de secreción característico de la bacteria con respecto a las condiciones de no 

inducción. 
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Figura 15. Los últimos 6 aminoácidos de GrlA son importantes para la activación de ler. A. La 
expresión de la fusión ler-cat fue monitoreada en E. coli MC4100. Los valores representan los 
promedios de al menos tres experimentos independientes hechos por duplicado y se muestra la 
desviación estándar. B. La complementación de EPEC ΔgrlA con los plásmidos pMAL-c2X, pMBP-
GrlA wt, pMBP-GrlA/Δ125-137 y Δ131-137 se analizó a través del perfil de proteínas secretadas. 
Los ensayos de western blot se hicieron a partir de los lisados totales de las células, usando 
anticuerpos αMBP y como control de carga αDnaK.  
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De acuerdo a lo observado en el perfil de secreción, la sobre-expresión de estos 

recortes aumentó la expresión de Tir, tal como se muestra en la inmunodetección con 

anticuerpos α-Tir. Esto indica que las eliminaciones probablemente estén provocando una 

disminución en la afinidad de GrlA por el ADN, pero que la concentración alcanzada por la 

sobre-expresión de estas versiones truncas fusionadas a MBP, notablemente superior a 

las no inducidas (Fig. 16), es capaz de restaurar la funcionalidad de GrlA y por tanto sean 

capaces de complementar a EPEC ΔgrlA.  

 
Figura 16. Sobre-expresión de las mutantes truncas de GrlA. Los cultivos fueron crecidos a 37ºC 
en medio DMEM adicionado o no con 0.1 mM de IPTG, en agitación hasta alcanzar una D.O600nm 
de 0.8. Los sobrenadantes fueron colectados después de centrifugación para obtener proteínas 
secretadas por precipitación con TCA. En la parte inferior se muestra la inmunodetección de las 
proteínas GrlA fusionadas a MBP, de la proteína Tir y como control de carga la proteína DnaK a 
partir de los lisados totales de las bacterias.  
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6.5. Los residuos R133 y K134 de GrlA son requeridos para activar la expresión de 

ler en E. coli MC4100.  

La eliminación de los residuos 131-137 de GrlA fue incapaz de activar la expresión de ler, 

lo cual sugiere que en esta parte de la proteína puede haber aminoácidos importantes 

para su función. Con el propósito de identificar dichos residuos en esta zona de GrlA, 

decidimos hacer mutaciones puntuales por Alanina en las posiciones Arginina 132 (R132), 

Arginina 133 (R133), Lisina 134 (K134), Lisina 135 (K135) y Ácido glutámico 136 (E136). 

Las mutaciones se llevaron a cabo por PCR, para lo cual se diseñaron oligonucleótidos 

reversos específicos que introdujeran las substituciones en los codones deseados. Los 

productos de PCR obtenidos se purificaron y ligaron en el vector pMPM-T3. Las 

mutaciones se verificaron por secuenciación y los plásmidos resultantes se denominaron 

pTEPGrlA1/R132A, pTEPGrlA1/R133A, pTEPGrlA1/K134A, pTEPGrlA1/K135A y 

pTEPGrlA1/E136A.  

Los plásmidos arriba mencionados se transformaron en E. coli MC4100, al igual 

que los plásmidos pTEPGrlA1 silvestre y pMPM-T3, para evaluar el impacto de las 

mutaciones puntuales en su capacidad de activar a la fusión ler-cat. Como se puede 

observar en la figura 17, las mutaciones puntuales por Alanina en las posiciones R133 y 

K134 no fueron capaces de promover la expresión de ler en E. coli MC4100, mostrando 

aproximadamente un 16% de actividad con respecto a la proteína silvestre. De manera 

interesante, sólo estos dos residuos parecen afectar el funcionamiento de la proteína, ya 

que el resto de las mutantes (pTEPGrlA1/R132A, pTEPGrlA1/K135A y 

pTEPGrlA1/E136A) tienen un comportamiento muy similar al de GrlA silvestre, indicando 

que estos aminoácidos no participan en la activación de ler. Con el objeto de corroborar 

estas observaciones se construyó el plásmido pTEPGrlA1/R133A134A el cual lleva dos 

sustituciones por Alanina en los residuos R133 y K134. Esta doble mutante fue incapaz de 

activar la fusión ler-cat en E. coli MC4100, de tal forma que la expresión de la fusión 
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transcripcional se abatió por completo (Fig. 17). Estos datos indican que los aminoácidos 

R133 y K134 de GrlA juegan un papel importante en la activación de ler en E. coli 

MC4100.  

 
Figura 17. Los residuos R133 y K134 de GrlA son importantes para activar la expresión de ler. La 
actividad específica de CAT fue determinada a partir de muestras colectadas de cultivos crecidos a 
37ºC en medio DMEM en agitación. Los valores representan el promedio de al menos tres 
experimentos independientes hechos por duplicado y se muestra la desviación estándar.  

 
Posteriormente el fenotipo de las mutaciones sitio-dirigidas del extremo C-terminal 

de GrlA se probó directamente en EPEC ΔgrlA. Las mutantes puntuales se amplificaron a 

partir de los plásmidos pTEPGrlA1/R132A, R133A, K134A, K135A y E136A y se clonaron 

en el vector pMAL-c2X. Las mutaciones se verificaron por secuenciación y las 

construcciones obtenidas se denominaron pMBP-GrlA/R132A, R133A, K134A, K135A y 

E136A. Estos plásmidos se introdujeron a EPEC ΔgrlA y la complementación de la cepa 

fue analizada a través del perfil de proteínas secretadas. Como puede apreciarse en la 

figura 18, todas las proteínas fusionadas a MBP restablecieron el perfil de secreción en 

EPEC ΔgrlA. Además, la detección por “western blot” muestra que se expresan a niveles 
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similares que los de la proteína silvestre, a excepción de las mutantes K135 y E136, las 

cuales aunque se expresan a niveles menores que MBP-GrlA silvestre, son capaces de 

complementar la secreción No obstante, la doble mutante MBP-GrlA/R133AK134A 

complementó parcialmente a EPEC ΔgrlA, mostrando un perfil de proteínas secretadas 

bajo (Fig. 18). 

 

Figura 18. Perfil de secreción de EPEC ΔgrlA complementada con los plásmidos pMAL-c2X, 
pMPB-GrlA wt, pMBP-GrlA/R132A, R133A, K134A, K135A, E136A y R133AK134A. La 
complementación se analizó por perfil de proteínas secretadas como en los ensayos anteriores y el 
“western blot” se realizó usando los lisados totales de las bacterias, utilizando anticuerpos α-MBP y 
como control de carga α-DnaK. 

 
Nuevamente nos enfrentamos con fenotipos discrepantes, en donde las mutantes 

R133A y K134A fueron incapaces de activar la fusión ler-cat, pero complementaron a 

EPEC ΔgrlA. Con el objeto de analizar esta discordancia, se realizaron ensayos sobre-

expresando a las mutantes pTEPGrlA1/R133A y pTEPGrlA1/K134A con 1 mM de IPTG en 

E. coli W3110. Se constató que al inducir la expresión de la mutante K134A se alcanzaron 
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niveles de activación de ler similares a los que muestra GrlA silvestre y, aunque para la 

mutantes R133A los niveles no fueron equiparables a los de la proteína silvestre, la sobre-

expresión aumentó significativamente la actividad transcripcional de la mutante respecto a 

la misma mutante no inducida (Fig. 19). Esto sugiere que, como en el caso de las 

mutantes anteriores (Y61A y R65A), la dosis de expresión del vector pMAL-c2x ó la fusión 

a MBP favorece la función y/o estabilidad de las mutantes, enmascarando el efecto de las 

sustituciones sobre GrlA. 

 

 
 
Figura 19. Sobre-expresión de las mutantes puntuales del extremo C-terminal de GrlA. La 
expresión de la fusión ler-cat fue monitoreada en E. coli W3130. Los cultivos fueron crecidos a 
37ºC en medio DMEM adicionado o no con 1 mM de IPTG, en agitación hasta alcanzar una 
D.O600nm de 1. Los valores representan los promedios de al menos tres experimentos 
independientes hechos por duplicado y se muestra la desviación estándar 
 

 

 



  72 

6.6. El extremo carboxilo de GrlA no participa en la interacción con GrlR.  

Como parte de la caracterización molecular de los recortes Δ125-137 y Δ131-137 así 

como de las mutantes puntuales R132A, R133A, K134A, K135A y E136A de GrlA, se 

evaluó el impacto de dichas eliminaciones y mutaciones en la interacción con GrlR. 

Eliminaciones realizadas previamente mostraron que los últimos 17 aminoácidos de la 

proteína no intervienen en dicha interacción, por lo que era de esperarse que las 

proteínas arriba mencionadas no afectaran este fenómeno.  

La figura 20A muestra los resultados obtenidos del ensayo de “pull-down”, en 

donde las dos proteínas truncas MBP-GrlA/Δ125-137 y MBP-GrlA/Δ131-137 conservan su 

capacidad de interactuar con GrlR de la misma forma que lo hace la versión silvestre de 

MBP-GrlA y no así nuestro control negativo, la mutante MBP-GrlA/I44A. De manera 

similar, las proteínas mutantes MBP-GrlA/R132A, R133A, K134A, K135A y E136A 

interactuaron con GrlR de la misma manera que MBP-GrlA silvestre (Fig. 20B). Estos 

datos confirman que la parte más distal del extremo C-terminal de GrlA no es necesaria 

para la interacción con GrlR. 
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Figura 20. Ensayo de “pull-down” de los recortes y mutaciones puntuales del extremo C-terminal 
de GrlA. A. Análisis de la interacción de las mutantes MBP-GrlA/Δ125-137 y MBP-GrlA/Δ131-137 
con la proteína GST-GrlR. La figura muestra los resultados de interacción de MBP-GrlA silvestre 
(wt), MBP-GrlA/Δ125-137, MBP-GrlA/Δ131-137. En el lado izquierdo de la figura se señala el 
marcador de peso molecular de proteínas (M), así como el peso de algunas bandas, mientras que 
en el lado derecho se indica el nombre de las proteínas visualizadas en el gel. B. Se muestran los 
resultados de interacción para la proteína GrlA silvestre (wt), MBP-GrlA/R132A, R133A, K134A, 
K135A y E136A. En ambos experimentos se utilizó a la proteína MBP-GrlA/I44A como control 
negativo. En la parte inferior de cada gel se muestra la inmunodetección de MBP-GrlA a partir de 
los extractos usados en el “pull-down” y en donde se sobre expresaron las proteínas usadas en el 
ensayo. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

Una de las características fundamentales de las bacterias patógenas es la capacidad de 

adaptarse al medio ambiente cambiante con el que se enfrentan durante el proceso de 

infección para asegurar la supervivecia en un nicho determinado. Para lograr esto las 

bacterias tienen que acoplar la expresión de los genes asociados a la colonización a las 

señales ambientales recibidas. Uno de los principios fundamentales que estos 

microorganismos emplean para controlar la expresión de los genes involucrados en la 

virulencia es la regulación (activación y represión) de la transcripción de los genes en 

respuesta a estímulos externos específicos (Morschhäuser et al., 2000).  

Los factores de transcripción son proteínas que acoplan la expresión de sus genes 

blanco a las señales ambientales al modular su actividad o su expresión (Browning y 

Busby, 2004). Muchos de estos factores poseen secuencias específicas de unión a ADN 

que interactúan con la región reguladora de los genes blanco para activar o reprimir el 

inicio de la transcripción (Browning y Busby, 2004).  

En el caso de EPEC, la expresión de los genes de la isla de patogenicidad LEE se 

encuentra bajo el control de varias proteínas reguladoras que la modulan positiva y 

negativamente (Mellies et al., 2007; Tree et al., 2009), tres de las cuales, Ler, GrlR y GrlA, 

están codificadas dentro del mismo LEE (Mellies et al., 1999; Deng et al., 2004). GrlA 

funge como un regulador positivo, siendo capaz de activar a ler al unirse directamente a 

su región reguladora (Barba et al., 2005; Jiménez et al., en preparación), contrarrestando 

en parte la represión mediada por H-NS (Jiménez et al., en preparación). Ler, por su 

parte, regula de manera positiva la expresión del operón grlRA, por lo que se ha sugerido 

la existencia de un circuito de regulación positiva, en donde GrlA y Ler se regulan 

recíprocamente una a otra para modular la expresión de los genes de LEE (Barba et al., 
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2005). Además, se ha demostrado que GrlA tiene la capacidad de formar heterodímeros 

con el represor GrlR (Creasey et al., 2003).  

 GrlA pertenece a una familia de reguladores transcripcionales poco caracterizada 

entre los que figuran una proteína hipotética de Salmonella denominada SGH y el 

activador CaiF de la familia Enterobacteriaceae, siendo esta última la única proteína de la 

familia parcialmente caracterizada. Estas proteínas al igual que GrlA poseen un probable 

motivo de unión a ADN de tipo hélice-giro-hélice (HTH) (Deng et al., 2004; Barba et al., 

2005). Los motivos HTH son probablemente la característica más antigua conservada en 

el aparato transcripcional, siendo determinantes críticos en la interacción con el ADN de 

muchos factores de transcripción (Huffman y Brenna, 2002). No obstante, los residuos 

individuales involucrados en el contacto con el ADN varían a lo largo del plegado de dicho 

motivo (Aravind et al., 2005).  

 El motivo HTH de GrlA parece ser un motivo típico compuesto de tres hélices (II, III 

y IV) donde la hélice IV formaría la interfase de interacción ADN-proteína (Figura 6B). Se 

ha demostrado que algunas mutaciones puntuales localizadas en el motivo HTH de GrlA 

de EPEC abatieron la actividad de la proteína, volviéndola incapaz de activar a ler y/o de 

interactuar con GrlR (Tabla 1; Jiménez et al., en preparación). En el presente estudio se 

hicieron cinco mutaciones puntuales adicionales en este motivo, en los residuos S29, 

C32, R41, Y61 y R65. Las sustituciones por Alanina de los aminoácidos Y61 y R65 fueron 

las únicas que tuvieron un efecto adverso en la función de GrlA, ya que ambas afectaron 

la capacidad de la proteína de activar a ler. Esto es consistente con lo observado para la 

mutante R54A, la cual, además de encontrarse hipotéticamente muy cerca de estos 

residuos en la hélice IV (Fig. 9), fue incapaz de activar a ler, pero continuó interactuando 

con GrlR. La mutante en la posición Y61A mostró un fenotipo más marcado que el de la 

R65A, debido probablemente a que el residuo Y61 está conservado en las proteínas 

homólogas de GrlA, SHG y CaiF, y no así el R65. A pesar de que no saber el papel 
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específico que estén jugando los residuos Y61 y R65 en la función de GrlA, es probable 

que estén participando en la interacción con el ADN ya que se encuentran en la hélice de 

reconocimiento (hélice IV) del HTH de GrlA. También es posible que estos residuos estén 

interactuando con otros aminoácidos dentro de la proteína y que ayuden a estabilizar la 

correcta conformación del HTH. De acuerdo a esto se sabe que los residuos de Tirosina 

están involucrados en contactos con el ADN vía interacciones Van der Waals, además de 

que la Tirosina es capaz de unirse a aminoácidos cargados positivamente formando 

interacciones que estabilizan la estructura tridimensional de las proteínas (Sathyapriya y 

Vishveshwara, 2004). Por otro lado, se ha sugerido que las interacciones más 

prominentes entre proteínas y ADN están favorecidas por los puentes de hidrógeno 

formados entre residuos como Arginina con guanina; de hecho la Arginina es el 

aminoácido que potencialmente puede formar más puentes de hidrógeno con el ADN 

(Luscombe y Thornton, 2002). Así mismo, la Arginina juega un papel importante en la 

estabilidad de las proteínas al poder interactuar con residuos aromáticos (Sathyapriya y 

Vishveshwara, 2004).  

 El motivo HTH presente en GrlA está directamente involucrado en la unión de la 

proteína al ADN. No obstante, no puede descartarse la existencia de contactos 

secundarios con el ADN en extensiones fuera del HTH o residuos que estabilicen el 

plegado de la proteína y que al estar mutados afecten la conformación y funcionalidad de 

dicho motivo. Este pudiera ser el caso de las mutaciones puntuales R133A y K134A 

ubicadas en el extremo C-terminal de GrlA. Estos aminoácidos se caracterizan por estar 

cargados positivamente y ser altamente hidrofílicos, atributos importantes de residuos que 

participan en el plegado de una proteína, así como de los que interactúan con el ADN. La 

sustitución por Alanina de estos residuos afectó severamente la capacidad de GrlA para 

activar a ler, aunque ambas mutantes conservaron aproximadamente un 16% de actividad 

respecto a la proteína GrlA silvestre. De manera interesante, la doble mutante 
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GrlA/R133AK134A abatió por completo la función de la proteína, sugiriendo un efecto 

sinérgico de las sustituciones R133A y K134A sobre la función de GrlA. Además como se 

mencionó anteriormente, los residuos básicos como Arginina y Lisina juegan un papel 

importante en las interacciones con residuos aromáticos o con el mismo ADN,  pudiendo 

contribuir en la especificidad y estabilidad de la interface ADN-proteína (Sathyapriya y 

Vishveshwara, 2004).  

 Las mutantes construidas en el presente trabajo fueron realizadas en su mayoría 

en residuos no conservados entre las proteínas GrlA, SGH y CaiF, por lo que pudiera 

esperarse que el impacto en dichos aminoácidos no fuese tan dramático como lo fue en 

aminoácidos que sí están conservados. Lo anterior concuerda con la observación que los 

residuos de aminoácidos que hacen contacto directo con el ADN generalmente están más 

conservados que aquellos que no están involucrados en dicho fenómeno (Luscombe y 

Thornton, 2002). Teniendo esto en cuenta, es inevitable cuestionarse porqué las 

mutaciones R133A y K134A del extremo C-terminal de GrlA abatieron su capacidad de 

activar a la fusión ler-cat, dado que estos residuos no se encuentran en el motivo putativo 

de unión a la región reguladora de ler. Si bien pudiera ser que estos estén participando en 

contactos secundarios con el ADN, también es probable que sean críticos para estabilizar 

de alguna manera el plegado de GrlA y al estar mutados ocasionen cambios estructurales 

en la proteína, afectando su pegado al ADN. Sin embargo, cualquier posible cambio 

estructural ocasionado por las mutantes del extremo C-terminal en GrlA pudiera no ser tan 

drástico, de manera que no se altera la interacción con GrlR.   

 En otras proteínas se han observado fenómenos similares, como en el caso del 

activador transcripcional ToxT de V. cholerea. ToxT es un miembro de la familia AraC, 

cuyo dominio de unión a ADN se localiza en el extremo C-terminal; sin embargo, se han 

identificado residuos de aminoácidos en el extremo amino terminal críticos para la 

activación transcripcional (Prouty et al., 2005). Otro ejemplo es el del factor de 
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transcripción SoxR involucrado en la activación del mecanismo de protección contra 

especies reactivas de oxígeno en E. coli. Esta proteína está clasificada dentro de la 

familia MerR, la cual se caracteriza por tener dos motivos HTH de unión a ADN en la 

mitad amino. No obstante, mutaciones en regiones fuera de los motivos putativos de 

unión a ADN en SoxR, sobre todo en el extremo carboxilo terminal, resultaron en 

proteínas con defectos en el mecanismo de activación (Chander et al., 2003). 

Adicionalmente, el regulador negativo de genes relacionados con la resistencia múltiple a 

antibióticos MarR posee residuos de aminoácidos situados fuera del dominio putativo de 

unión a ADN que exhiben propiedades de reconocimiento alteradas, incrementando su 

afinidad por el ADN al ser sitios de contacto accesorios (Alekshun y Levy, 1999). 

Algo intrigante encontrado en este trabajo fue que, cuando las mutantes 

GrlA/Y61A, GrlA/R65A, GrlA/R133A y GrlA/K134A inactivas al ser expresadas a partir del 

plásmido pMPM-T3 se fusionaron a MBP, éstas fueron capaces de complementar a la 

cepa EPEC ΔgrlA evaluado por el perfil de proteínas secretadas (Fig. 11 y 18). Esto nos 

indicó que en estas condiciones en las proteínas mutantes  se opaca el efecto de las 

mutaciones puntuales. Como se mencionó anteriormente, existe la posibilidad de que la 

fusión a MBP esté favoreciendo la función de nuestras mutantes, ya sea aumentando su 

estabilidad, mejorando su plegado, incrementando su afinidad por el ADN o dado que en 

el vector pMAL-c2X las proteínas están expresadas bajo el control de un promotor fuerte, 

alcancen un nivel de expresión capaz de restaurar la función similar a la de la proteína 

silvestre. Si bien determinar la causa precisa de la incongruencia de fenotipos resulta 

difícil, los ensayos complementarios de inducción con IPTG de los plásmidos 

pTEPGrlA1/Y61A, pTEPGrlA1/R65A, pTEPGrlA1/R133A y pTEPGrlA1/K134A en EPEC 

ΔgrlA y en E. coli W3110 indican que el efecto de las mutaciones se enmascara cuando 

las proteínas mutantes se sobre-expresan (Fig. 12 y 19). Interesantemente, cuando el 

plásmido pMBP-GrlA/R133AK134A se introdujo en EPEC ΔgrlA, la secreción de proteínas 
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se vio considerablemente disminuida en comparación a la cepa que contenía el mismo 

plásmido con MBP-GrlA silvestre, confirmando el efecto aditivo de las mutaciones R133A 

y K134A en el extremo C-terminal de la proteína. Esto indica que si el efecto de alguna 

mutación es parcial, MBP influye de manera positiva para enmascararlo y no así en una 

doble mutante en donde los dos aminoácidos que se mutan tienen efectos adversos 

similares y por ende crean un fenotipo más radical sobre la proteína.  

Previamente se sugirió que la proteína de unión a maltosa afecta el plegado de las 

proteínas a las que se fusiona, probablemente al funcionar como una chaperona 

molecular en el contexto de proteína de fusión (Kapust y Waugh, 1999). Además, MBP 

destaca por sus características solubilizantes, permitiendo que muchas proteínas a las 

que se fusiona incrementen su solubilidad y puedan plegarse en conformaciones 

biológicamente activas (Fox y Waugh, 2002). MBP ha sido ampliamente usada como 

proteína de fusión en la purificación de proteínas pequeñas altamente insolubles, como en 

el caso de los reguladores Rns, ExsA, PerA, ToxT y GadX pertenecientes o asociados a 

la familia de activadores AraC (Munson y Scott, 1999; Hovey y Frank, 1995; Ibarra et al., 

2003; Prouty et al., 2005; Tramonti et al., 2002). Esta estrategia ha tenido resultados 

satisfactorios aunque también se ha reportado que algunas proteínas fusionadas a MBP 

se comportan anormalmente, tal es el caso de ToxT de Vibrio cholerae. Para esta 

proteína se había aseverado que el dominio carboxilo terminal era capaz de interactuar 

con la subunidad α de la RNAP; sin embargo cuando éste se fusionó a MBP, la proteína 

recombinante no pudo interactuar con la RNAP (Prouty et al., 2005). Por otro lado, se 

reportó que la proteína quimérica MBP-GadX era capaz de activar al sistema gad en E. 

coli, pero a una magnitud inferior que la versión silvestre de GadX (Tramonti et al., 2002).  

Por otro parte, en el laboratorio se determinó que los últimos 17 aminoácidos de 

GrlA no participan en la interacción con GrlR, pero que podrían estar jugando un papel en 

la capacidad de activación de ler (Jiménez et al., en preparación). En este trabajo 
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encontramos que los plásmidos pTEPGrlA1/Δ125-137 y pTEPGrlA1/Δ131-137 en un 

fondo E. coli MC4100 fueron incapaces de promover la expresión de la fusión ler-cat así 

como de complementar a EPEC ΔgrlA, evidenciando la importancia de la región más 

distal del extremo C-terminal de GrlA (últimos 6 aminoácidos) en la activación de ler. Sin 

embargo en el 2008 se reportó que una mutante de GrlA de EHEC a la cual se le habían 

eliminado los últimos 31 aminoácidos (GrlAΔ107-138) restauraba la expresión de LEE casi al 

mismo nivel que la GrlA íntegra cuando era sobre-expresada (Huang y Syu, 2008). Por 

ello se decidió analizar el comportamiento de los plásmidos pMBP-GrlA/Δ125-131 y 

pMBP-GrlA/Δ131-137 bajo condiciones de inducción; cuando estos plásmidos se 

indujeron con 0.1mM de IPTG, la sobre-expresión de las proteínas mutantes pudo 

complementar a EPEC ΔgrlA (Fig. 16). Esto sugiere que los niveles de sobre-expresión 

de las deleciones de GrlA alcanzados a partir del plásmido pMAL-c2X (1:50 con respecto 

al nivel de expresión sin inducir) son necesarios para poder complementar a EPEC ΔgrlA.  

Finalmente, en lo que concierne al análisis de interacción de GrlA con GrlR, en 

este trabajo se encontró que las mutaciones S29A, C32A, R41A, Y61A, R65A, R132A, 

R133A, K134A, K135A y K136A no intervienen en dicho fenómeno ya que probablemente 

no se encuentran en la interfase de interacción entre las dos proteínas. Esto contrasta con 

un reporte que sugirió que la región C-terminal de GrlA de EHEC rica en residuos básicos 

podría estar involucrada en la interacción con un parche de aminoácidos cargados 

negativamente dentro de la secuencia de GrlR, el motivo EDED (Glu-Asp-Glu-Asp) 

(Jobichen et al., 2007). Como se mencionó anteriormente, en nuestro laboratorio se 

demostró que los últimos 17 aminoácidos de GrlA de EPEC no son importantes para la 

interacción con GrlR (Jiménez et al., en preparación), de la misma forma que se observó 

con GrlA de EHEC (Huang y Syu, 2008). De acuerdo con lo anterior las mutaciones del 

extremo C-terminal realizadas en este trabajo confirman que los últimos 13 aminoácidos 
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de GrlA no intervienen en la interacción con GrlR, tal como lo muestran los ensayos de 

tipo “pull-down” (Fig. 20A y B).  

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan datos interesantes sobre 

residuos de aminoácidos dentro del motivo HTH (Y61 y R65), así como en el extremo 

carboxilo terminal de GrlA (R133 y K134). Estos residuos son importantes para la proteína 

en su papel como regulador positivo del LEE sobre todo por que afectaron su capacidad 

de activar a ler. Si bien la caracterización molecular de GrlA y del mecanismo molecular 

específico por el cual regula a ler están siendo elucidados poco a poco, nuestros datos 

aportan información relevante a lo que actualmente se sabe de la proteína.  
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PERSPECTIVAS 

 

Gracias a las diferentes aproximaciones moleculares realizadas por nuestro laboratorio y 

otros grupos de investigación, el camino hacia el entendimiento del papel de GrlA en la 

regulación de los patógenos A/E se ha ido acortando. No obstante, podemos sugerir 

algunas perspectivas a realizar a partir de los datos aquí presentados y de los que se 

conocen hasta el presente: 

 

• Purificar las proteínas MBP-GrlA/Y61A, R65A, R133A, K134A, R133AK134A, así 

como MBP-GrlA/Δ125-137 y MBP-GrlA/Δ131-137 para realizar EMSAs y saber si 

las mutaciones afectan el pegado de GrlA al ADN.  

 

• Etiquetar las proteínas mutantes en los plásmidos pTEPGrlA1/Y61A, R65A, 

R133A, K134A y R133AK134A para monitorear su nivel de expresión en los 

ensayos de actividad de CAT.  
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