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Resumen

Brucella spp. son patégenos intracelulares facultativos pertenecientes al grupo de las a-2-proteobacterias.
Estas bacterias son el agente etiolégico de una enfermedad zoonética, llamada brucelosis, que infecta
tanto a animales domésticos y salvajes, como al humano.

Si bien, Brucella spp. no posee factores de virulencia clasicos, mediante técnicas de biologia molecular se
han identificado numerosas proteinas involucradas en el establecimiento de su virulencia. Estés
moléculas frecuentemente estan implicadas en la infeccién, multiplicacion y establecimiento del nicho
intracelular de la bacteria.

En nuestro laboratorio se ha determinado que la mutacion knockout del ORF BAB1_1543 de Brucella
abortus cepa 2308 afecta drasticamente la virulencia de la misma en ratones BALB/c. Mediante la
complementacién en trans de dicha cepa mutante con BAB1_1543 salvaje se restaura la virulencia
bacteriana a los niveles de la cepa parental. A la proteina codificada por el ORF BAB1_1543 se la
denomind livA y la misma pertenece a un grupo de proteinas ortélogas, el COG 2960, conservado en
mas de 200 proteobacterias.

A pesar de que livA esta altamente conservada en proteobacterias no se ha identificado su funcion en
ninguna de ellas y el mecanismo por el cual esta proteina contribuye a la virulencia de Brucella spp. se
desconoce.

Teniendo presentes los datos anteriormente mencionados, el objetivo de este trabajo de tesis es
caracterizar estructural y bioquimicamente la proteina livA, con el fin de contribuir al entendimiento de su
funcién, y establecer si otras proteinas del COG 2960 también estan involucradas en la virulencia
bacteriana.

Mediante el uso de técnicas biofisicas se determind que livA es una proteina trimérica, que posee dos
dominios estructurales: un dominio C-terminal a-hélice coiled-coil, a través del cual la proteina oligomeriza
y un dominio N-terminal que se encuentra desestructurado a pH neutro y es capaz de formar una a-hélice
anfipatica en diferentes condiciones. Por otro lado se identific6 que livA interacciona con vesiculas
fosfolipidicas, lo que conlleva a un cambio estructural de la proteina, dando lugar a la formacion de una
a-hélice anfipatica en el dominio N-terminal.

La estructura de livA es caracteristica de proteinas involucradas en la fusién de membranas biolégicas,
por lo que se decidi6 ensayar la actividad fusogénica de la proteina en membranas fosfolipidicas



modelos. De este modo se encontrd que livA es capaz de fusionar membranas, tanto a pH neutro como a
pH acido. Ademas, se identificd que para que se produzca eficientemente la fusion de membranas es
necesaria la proteina en su totalidad, dado que los dominios de livA por separado no tienen actividad
fusogénica o su actividad es minima.

Por otro lado, se caracterizé a la proteina ortéloga a livA de Salmonella typhimurium; YqiC. Se eligio la y-
proteobacteria S. typhimurium, como un miembro representativo del COG 2960, debido a que, al igual
que Brucella spp., es un patdgeno intracelular facultativo ampliamente estudiado. De este modo se
encontré que las caracteristicas estructurales y la capacidad de interactuar con membranas fosfolipidicas
y producir la fusién de las mismas son conservadas entre livA e YqiC. Por dltimo se realizo la mutacion
knockout del gen yqiC en S. typhimurium y se analizé el fenotipo de la cepa mutante. Al igual que lo que
sucede con la inactivacion del gen iivA de Brucella spp., la inactivacion del gen yqiC, disminuye
drasticamente la virulencia de S. typhimurium, ademas de disminuir la resistencia a temperaturas
elevadas.

Si bien son necesarias futuras investigaciones para establecer la funcion biolégica y el mecanismo
especifico por el cual las proteinas livA e YqiC contribuyen a la virulencia de B. abortus y S. typhimurium
respectivamente, en este trabajo de tesis se aportan los primeros datos que contribuiran a elucidar la
funcién de un grupo de proteinas ortélogas no caracterizado hasta el momento.
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Introduccién general

1. La Brucelosis

La brucelosis en una enfermedad infecciosa zoonética causada por bacterias del
genero Brucella, que afecta a una gran variedad de mamiferos, como bovinos, ovinos,
caprinos, cerdos, perros e inclusive al humano.

En los animales la fuente principal de infeccion son las placentas, los fetos abortados
y las secreciones vaginales que contienen una elevada carga bacteriana. La via de
infeccion mas frecuente es el tracto gastrointestinal, aunque también puede producirse por
aerosoles y el uso de semen contaminado en las inseminaciones artificiales. Los sintomas
generales que produce la enfermedad son placentitis y aborto en hembras prefiadas y
aumento del tamafio de los testiculos (orquitis) y esterilidad en los machos (Nicoletti, Lenk
et al. 1989; Corbel 1997).

En humanos, histéricamente la enfermedad ha recibido varios nombres, como fiebre
del Mediterraneo, fiebre de Gibraltar, fiebre de Malta y fiebre ondulante. La transmisién de
la bacteria ocurre por el contacto con animales o productos animales infectados o por
exposicion en el ambiente laboral a través de aerosoles o heridas en la piel. El periodo de
incubacién de la enfermedad es de 2 a 4 semanas, aunque ocasionalmente puede
prolongarse por varios meses. La sintomatologia general es diversa y presenta varios
estadios. El primer estadio de la enfermedad o fase aguda, que resulta en la diseminacion

septicémica de la bacteria, se caracteriza por la presencia de fiebre elevada continua o
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intermitente, sudores profusos y decaimiento general. Esta etapa puede durar de dos a
cuatro meses si no se inicia el tratamiento con antibiéticos. Luego de varios meses e
inclusive afios posteriores a la fase aguda, puede desarrollarse una etapa cronica de la
enfermedad, cuya sintomatologia es difusa. En esta etapa son frecuentes las
complicaciones osteoarticulares, la endocarditis, los abscesos hepatoesplénicos y
ocasionalmente la aparicién de desordenes neurolégicos (Smith and Ficht 1990).

Debido a que el humano y una gran variedad de animales domésticos y salvajes son
susceptibles a la infeccion por Brucella spp., la brucelosis es una de las zoonosis mas
ampliamente distribuidas en el mundo. Las areas mas afectadas por dicha enfermedad
son Europa (en especial los paises mediterrdneos), medio oriente, América y en menor
medida Africa y el lejano oriente. Los Unicos paises en que se ha erradicado totalmente la
enfermedad son Canad4, Australia y Nueva Zelanda (Cosivi and Corbel 1998).

En Argentina, en donde el sector agropecuario cumple un papel importante en la
economia del pais, las pérdidas econOmicas causadas por esta enfermedad
(principalmente por infeccion del ganado bovino con Brucella abortus) son de

aproximadamente 60 millones de dolares por afio (SENASA, 2000).

2. El genero Brucella

Las bacterias del genero Brucella son cocobacilos Gram negativos, pequefios, sin
presencia de flagelos y no formadores de esporas. Pertenecen a la subdivision a-2 de las
proteobacterias junto con Agrobacterium, Rhizobium, Ochobactrum, Rickettsia vy
Rhodobacter. Todas estas bacterias establecen una interacciéon intima con las células
eucariotas, ya sea como patdgenos o como simbiontes (Moreno, Stackebrandt et al. 1990;
Jumas-Bilak, Michaux- Charachon et al. 1998).

Si bien Brucella spp. puede sobrevivir en el medio ambiente por un periodo variable,
su multiplicacién se produce solo dentro de las células del animal hospedador, por lo que
se la considera un parasito intracelular facultativo (Moreno and Moriyon 2002; Kohler,
Michaux- Charachon et al. 2003).

Brucella spp., al igual que otras bacterias Gram negativas, posee una pared celular
compuesta por membrana interna y externa que encierra un espacio periplasmico con una
malla de péptido glicano y componentes solubles. Sin embargo, a diferencia de la mayoria
de las bacterias Gram negativas, la membrana externa de Brucella spp. es altamente
hidrofdbica, resistente a péptidos catidnicos y a detergentes (Martinez de Tejada, Pizarro-
Cerda et al. 1995). La membrana externa esta compuesta por fosfolipidos, lipolisacaridos
(LPS) y proteinas caracteristicas (Moriyon and Lopez-Goni 1998). La estructura del LPS

determina si una cepa es lisa (S-LPS) o rugosa (R-LPS), siendo la diferencia entre ambas
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la presencia o no del antigeno O en el LPS.

La clasificacion actual del genero Brucella las divide en seis especies, que comparten
mas de un 95% de homologia a nivel nucleotidico (Verger, Grimont et al. 1987). Las
especies se nombraron segun el hospedador del que fueron aisladas originalmente y por
el que tienen preferencia y son: B. melitensis (aislada de cabras), B. abortus (aislada de
bovinos), B. suis (aislada de cerdos), B. neotomae (aislada de un tipo de rata del desierto),
B. ovis (aislada de ovejas) y B. canis (aislada de perros). Si bien cada especie de Brucella
tiene su hospedador natural, al cual infectan mas eficientemente, pueden potencialmente
ser transmitidas a otras especies animales susceptibles. Posteriormente, se ha reportado
el aislamiento de una nueva especie de Brucella a partir de mamiferos marinos a la que se
propuso darle el nombre de B. maris o B. delphinii (Broughton and Jahans 1997; Jahans,
Foster et al. 1997; Miller, Adams et al. 1999).

Hasta el momento se ha secuenciado el genoma de tres especies lisas de Brucella:
B. melitensis 16M (NC 003317/18) (DelVecchio, Kapatral et al. 2002), B. suis 1330 (NC
004310/11) (Paulsen, Seshadri et al. 2002) y dos cepas de B. abortus: B. abortus biovar 1
9-941 (NC 006932/33) y B. melitensis biovar abortus 2308 (NC007618/24) (Chain, Comerci
et al. 2005; Halling, Peterson-Burch et al. 2005). Recientemente (4-6-2007) se ha
depositado en Gen Bank la secuencia completa de la primera cepa de Brucella rugosa
secuenciada: B. ovis ATCC 25840 (NC 009504/5).

El tamafio promedio de los genomas de las especies de Brucella es de 3.29 Mb,
distribuido en dos cromosomas circulares de 2.12 Mb y de 1.18 Mb con 57% de contenido
de GC. Ambos replicones codifican para funciones metabdlicas y replicativas esenciales

por lo que son cromosomas y no plasmidos.

3. Virulencia de Brucella

Mediante el analisis de los genomas secuenciados de Brucella spp. no se han
encontrado factores de virulencia clasicos, como exotoxinas, citolisinas, capsulas, fimbrias,
flagelos, formas de resistencia o variaciébn antigénica. Incluso el lipopolisacérido de
Brucella spp. posee menor actividad endotoxica que el hallado en otras bacterias Gram
negativas (Moreno, Speth et al. 1981). La virulencia de Brucella spp. reside principalmente
en su habilidad para invadir, sobrevivir y replicarse dentro de células fagociticas
profesionales o no profesionales, siendo el macréfago la principal célula blanco (Gorvel
and Moreno 2002). Por el hecho de que la bacteria establece una intima relacion con su
hospedador causando el menor dafio posible, Brucella spp. se asemeja mas a un

endosimbionte que a un patégeno clasico (Ugalde 1999).
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3.1. Invasion y trafico intracelular

La entrada de Brucella spp. en la célula eucariota se produce en dominios
especializados de la membrana plasmatica llamados “lipid rafts”. Se postula que la
internalizacion de la bacteria se da por un proceso de fagocitosis mediado por receptor
llamado “membrana ruffling” (Naroeni and Porte 2002; Watarai, Makino et al. 2002a;
Watarai, Makino et al. 2002b). Los dominios “lipid raft” se caracterizan por ser ricos en
colesterol, esfingolipidos, gangliésidos GM1 y proteinas asociadas a membrana por
glicosilfosfatidilinositol.

Un camino alternativo para la internalizacion de Brucella spp. en la célula
hospedadora es a través de receptores Fc. Este proceso, que es mas frecuente en las
cepas rugosas, se da cuando las bacterias son previamente opsonizadas por el sistema
del complemento. Las bacterias internalizadas por este mecanismo son eliminadas mas
rapidamente del organismo que las que utilizan los dominios “lipid raft’(Gorvel and Moreno
2002).

El tréfico intracelular de Brucella spp. se ha estudiado tanto en células fagociticas
profesionales como no profesionales, observandose que los mecanismos que utiliza la
bacteria para controlar su supervivencia y replicacion intracelular son similares en ambos
tipos celulares (Detilleux, Deyoe et al. 1990; Pizarro-Cerda, Meresse et al. 1998; Pizarro-
Cerda, Moreno et al. 1998; Celli, de Chastellier et al. 2003).

Posterior a la internalizacion por fagocitosis, las bacterias se encuentran en unas
vacuolas (denominadas BCV por Brucella-containing vacuole) que interactian con
compartimientos del sistema endocitico temprano, adquiriendo marcadores del mismo
como EEA-1 y Rab5. Transcurridos 5-30 minutos las BCV escapan del camino endocitico,
eludiendo la fusion con los compartimientos del endosoma tardio y del lisosoma (Figura 1).
Si bien las BCV no se fusionan con los compartimientos lisosomales, son capaces de
adquirir la glicoproteina de membrana asociada al lisosoma LAMP-1, aunque no adquieren
el resto de los marcadores lisosomales. En los primeros estadios de la maduracién de las
BCV, cuando se adquiere LAMP-1, es necesaria la acidificacion de las mismas, lo que
permite que Brucella spp. exprese los componentes del sistema de secrecion tipo IV.
Posteriormente, entre las 2 y 8 horas postinfeccion, las BCV intermediarias interactian con
sitios del reticulo endoplasmico (RE) llamados ERES (Endoplasmic Reticulum Exit Sites),
lo que permite que se lleve a cabo la fusion entre las BCV y las membranas del RE,
generando organelas permisivas para la replicacion bacteriana.

A pesar de no conocerse todos los factores de virulencia necesarios para el
establecimiento del nicho replicativo de Brucella spp., se sabe, por estudios del trafico

intracelular, de cepas mutantes que para la entrada en la célula eucariota y los primeros
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estadios de infeccion son necesarios el LPS y el B-1,2-glucano ciclico, y que para adquirir
membranas derivadas del RE e impedir la fusion con el lisosoma es necesario el sistema

de secrecion tipo IV.
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Figura 1. Representacion esquematica del modelo propuesto para la entrada de
Brucella spp. en la célula hospedadora y la biogénesis de la vacuola replicativa. Se
muestra el proceso para la cepa salvaje, B. abortus 2308, y para la cepa mutante

en el sistema de secrecion tipo IV virB. (Celli, 2006).

3.2. Factores de virulencia

En un comienzo la busqueda de factores de virulencia de Brucella spp. se realizé
mediante pasajes sucesivos de las cepas virulentas fuera de su organismo hospedador
principal e identificacion de fenotipos avirulentos. De este modo solo se encontraron las
cepas rugosas deficientes en el antigeno O del LPS (Winter, Schurig et al. 1996).

A partir de la obtencién de la secuencia completa del genoma de una especie de
Brucella y que fueron accesibles las técnicas de biologia molecular para manipular los
mismos, se pudieron identificar nuevos factores de virulencia. La mutagénesis dirigida
hacia factores de virulencia putativos previamente caracterizados en otros patdégenos, a
menudo fracasaba en Brucella spp. Por este motivo se optdé por producir mutagénesis al
azar, por ejemplo con transposones, e identificar las bacterias con fenotipos avirulentos en
cultivos celulares o en animales de experimentacion (Price, Templeton et al. 1990; Tatum,
Detilleux et al. 1992; Elzer, Phillips et al. 1994; Sha, Stabel et al. 1994; Denoel, Crawford et
al. 1997; Ko and Splitter 2003). A continuacion, se detallan los factores de virulencia de

Brucella spp. mas relevantes encontrados en las Gltimas décadas.
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3.2. a. Lipopolisacarido

El lipopolisacarido (LPS) es un constituyente de la membrana externa de bacterias
Gram negativas que esta compuesto por tres dominios: uno proximal hidrofobico
compuesto por el lipido A, uno central o core oligosacérido y una cadena de polisacérido
externa “O”". El polisacarido O es inmunodominante y se encuentra presente en las cepas
lisas (S-LPS) y ausente en las cepas rugosas (R-LPS).

En Brucella spp., el lipido A consiste en una estructura carbonada de glucosaminil-f
(1-6) glucosamina sustituida con acidos grasos saturados. El core contiene glucosa vy
manosa y esta unido al lipido A por medio del 2-ceto-deoxioctonato (KDO). El antigeno O
esta formado por el polisacérido a-1,2 o 0-1,3 4-formamido-4,6-dideoxi-D-manosa (N-
formil-perosamina) (Moreno, Berman et al. 1981; Caroff, Bundle et al. 1984; Caroff, Bundle
et al. 1984).

En general, las cepas rugosas son menos virulentas y menos resistentes al ataque
por complemento que las cepas lisas, por lo que el LPS es considerado el factor de
virulencia més importante de Brucella (Riley and Robertson 1984; Schurig, Roop et al.
1991). Sin embargo, las cepas B. ovis y B. canis son rugosas naturalmente y aun asi son
virulentas, lo que indica que hay otros factores que influyen en la virulencia bacteriana.

Se han generado cepas de Brucella mutantes en distintos genes que codifican para
enzimas de la ruta de biosintesis del LPS (pgm, rfbE, pmm y wboA) y todas resultaron
atenuadas en animales de experimentacion (Allen, Adams et al. 1998; McQuiston,
Vemulapalli et al. 1999; Ugalde, Czibener et al. 2000).

A pesar de que el LPS ha sido ampliamente estudiado en Brucella spp. no se conoce
su funcién bioldgica especifica. En los Ultimos afios se han publicado trabajos asignandole
distintas funciones, como por ejemplo, que cumple un rol en la invasion y multiplicacion
intracelular (Porte, Naroeni et al. 2003) y que podria actuar como un efector anti-apoptético

(Fernandez- Prada, Zelazowska et al. 2003).

3.2. b. Glucanos B (1,2) ciclicos

Los glucanos ciclicos estan presentes casi exclusivamente en los miembros del
grupo de las a-2-proteobacterias, como Agrobacterium y Rhizobium, y estan involucrados
en la interaccion de la bacteria con el organismo hospedador (Geremia, Cavaignac et al.
1987). Los glucanos 3 (1,2) ciclicos son polisacéridos de entre 17 a 24 unidades de
glucosa, que se localizan en el periplasma bacteriano tanto en Agrobacterium como en
Rhizobium, y su sintesis esta sujeta a osmoregulacién. Los glucanos ciclicos periplasmicos

de Brucella spp. son sintetizados por la enzima codificada por el gen cgs. A diferencia de
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lo que ocurre en Agrobacterium y Rhizobium, los glucanos ciclicos de Brucella spp. no son
regulados por la osmolaridad del medio (Inon de lannino, Briones et al. 1998). Se observo
gue cepas de Brucella mutantes en cgs tienen afectado el trafico intracelular, mostrando
una reduccién significativa de la virulencia tanto in vivo como en cultivos celulares

(Briones, Inon de lannino et al. 2001).

3.2. c. Sistema de secrecion tipo IV

El sistema de secrecion tipo IV esta presente en todas las especies de Brucella
secuenciadas, formando parte de un operdn llamado virB. Este operén es homologo al
operodn virB de Agrobacterium tumefaciens y a los genes ptl de Bordetella pertussis. En A.
tumefaciens el operén virB actia en la secrecion del ADN de transferencia bacteriana
dentro de la célula eucariota, mientras que en B. pertussis el operdén ptl constituye la
maquinaria necesaria para la secrecion de la toxina pertisica (O'Callaghan, Cazevieille et
al. 1999; Sieira, Comerci et al. 2000).

El operdn virB de B. melitensis, B. abortus y B. suis posee 11 marcos abiertos de
lectura (ORF) que codifican para proteinas homélogas a las codificadas por el operén virB
de A. tumefaciens y un ORF 12 que codifica para una lipoproteina putativa. Las cepas de
Brucella mutantes en el operdn virB son deficientes en la replicacién intracelular y en la
persistencia en el modelo murino, por lo cual el sistema de secrecion tipo IV es
considerado un factor de virulencia.

La expresion del operdn virB se induce después de la entrada de la bacteria al
macroéfago, siendo necesario para ello la acidificacion de las BCV (Boschiroli, Ouahrani-
Bettache et al. 2002). El sistema de secrecion tipo IV esté involucrado en la secrecion de
moléculas efectoras dentro de la célula hospedadora, lo que permite redireccionar el
tréfico intracelular para que las bacterias alcancen su nicho replicativo (Comerci, Martinez-
Lorenzo et al. 2001; Delrue, Martinez-Lorenzo et al. 2001). Sin embargo aun no se han
podido identificar las moléculas secretadas por el sistema de secrecion tipo IV de Brucella

spp. (Sexton and Vogel 2002).

3.2. d. Sistema de dos componentes BvrR-BvrS

El sistema de dos componentes BvrR-BvrS de Brucella spp. consiste en una proteina
reguladora histidina quinasa y una proteina sensora, llamadas BvrR y BvrS
respectivamente. El sistema BvrR-BvrS de Brucella spp. es homdlogo a los sistema de dos
componentes ChvG- Chvl de A. tumefaciens, ExoS-Chvl de Rhizobium meliloti, PhoP-

PhoQ de Salmonella typhimurium y BvgA-BvgS de Bordetella bronchiseptica.
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En Brucella spp. el sistema de dos componentes BvrR-BvrS controla la expresion de
las proteinas de membrana externa Omp25 y Omp22. Las cepas de Brucella mutantes en
los genes bvrR-bvrS tienen afectada la membrana externa y son avirulentas tanto en
cultivos celulares como en animales de experimentacion (Sola-Landa, Pizarro-Cerda et al.
1998).

3.2. e. Sistema de transporte BacA

El gen bacA de Brucella spp. codifica para un transportador de membrana homologo
al de Rhizobium meliloti. En R. meliloti el transportador BacA es necesario para el
establecimiento de la simbiosis entre la bacteria y las raices de alfalfa. BacA transporta
moléculas similares a bleomicina y tiene un rol en la determinacién de la composicion y
estructura del LPS.

Las cepas de B. abortus mutantes en el sistema de transporte BacA presentan una
marcada atenuacién de su virulencia tanto en macréfagos como en ratones (LeVier,
Phillips et al. 2000; Parent, Goenka et al. 2007).

3.2.f.cydB

Las cepas de Brucella spp. mutantes en el gen cydB se han reportado como
atenuadas tanto en animales de experimentacibn como cultivos celulares (Endley,
McMurray et al. 2001). El gen cydB forma parte del operdn cydAB, que codifica para la
enzima citocromo oxidasa bd.

Dicha enzima cataliza un paso terminal del sistema de transporte de electrones de la
respiracion bacteriana.

El gen homdlogo a cydB de Escherichia coli codifica una enzima que posee alta
afinidad por oxigeno, que actla en condiciones de microaerobiosis. Las cepas mutantes
en cydB de Brucella spp. presentan sensibilidad elevada a especies altamente reactivas
de oxigeno, a pH &cidos y a inhibidores respiratorios. La virulencia atenuada y sensibilidad
a especies reactivas de oxigeno de las bacterias mutantes fue restaurada por
complementacion en trans con el gen cydB salvaje o con los genes que codifican para la
enzima superoxido dismutasa SOD o catalasa. Esto indica que las enzimas mencionadas
tienen un rol comun en la prevencion de los dafios causados por radicales libres del

oxigeno.

3.2. g. Proteinas de respuesta a estrés
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Los patégenos intracelulares deben sobrellevar las condiciones adversas
encontradas en el interior del macréfago, como: pH &cido, presencia de intermediarios
reactivos de oxigeno y nitrégeno y falta de nutrientes. Por lo que la adaptacion fisiolégica
de la bacteria, mediante la expresion de proteinas de estrés, como chaperonas y
proteasas que actlan sobre las proteinas dafadas, es critica para establecer una
interaccion duradera con la célula eucariota.

Se han construido cepas de Brucella deficientes en diversas proteinas de respuesta
a estrés, observandose que mientras que la ausencia de algunas proteinas afectaron la
supervivencia intracelular de la bacteria otras no lo hicieron. Asi, mientras que mutantes
gue no expresan Hsp70 (dnaK) o proteasa Lon (lon) resultaron atenuadas (Elzer, Phillips
et al. 1996; Robertson, Kovach et al. 2000; Kohler, Ekaza et al. 2002), no lo fueron las
mutantes en la serina proteasa A (htrA), sugiriendo una probable redundancia en su
funcion (Phillips and Roop 2001). Recientemente, se han reportado otras proteinas que
actian ante condiciones de estrés, como factores de virulencia. Un grupo de estas
proteinas son los factores sigma de choque térmico (Delory, Hallez et al. 2006). Mediante
el andlisis de la secuencia gendémica de Brucella spp. se identificaron 6 genes que
codifican para factores sigmas putativos: rpoD, rpoH1, rpoH2, rpoE1, rpoE2 y rpoN. Se
construyeron cepas mutantes deficientes en cada uno de ellos, excepto rpoN, y se observo
que todas ellas fueron defectivas en la supervivencia en ratones.

Por otro lado, también se observé que el gen rsh, que codifica para una enzima
ppGpp sintasa, esta involucrado en la virulencia de B. melitensis y B. suis. Los homd&logos
a este gen en Sinorhizobium meliloti, relA/spoT, estén relacionados con la respuesta ante
la deprivacion de nutrientes, via la molécula efectora (p)ppGpp (Dozot, Boigegrain et al.
2006).

Por dltimo, también se ha identificado que estdn asociadas con la virulencia
bacteriana la proteina de respuesta a estrés de fase estacionaria: HF-I (RNA binding
protein host factor) (Roop, Gee et al. 2003) y la proteina involucrada en la supervivencia a

bajas concentraciones de Zn2+: ZnuA (Yang, Becker et al. 2006).

3.2. h. Proteinas de membrana externa

La membrana externa desempefia un rol importante en la virulencia de Brucella spp.
Mediante analisis proteémico se ha predicho que méas de 25 proteinas y lipoproteinas se
localizan en la membrana externa de la bacteria (Lamontagne, Butler et al. 2007).

Las proteinas principales de membrana externa (OMP) de Brucella spp. fueron
inicialmente clasificadas en tres grupos segln su masa: grupo 1 (88-94 KDa), grupo 2 (36-

38 KDa) y grupo 3 (31-34 y 25-27 KDa). El grupo 1 esta conformado por una Unica
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proteina cuya funcion no ha sido aun elucidada (Cloeckaert, Verger et al. 1996). El grupo 2
esta integrado por dos proteinas, clasificadas como porinas, codificadas por genes con
85% de homologia: omp2a y omp2b (Cloeckaert, Vizcaino et al. 2002). El grupo 3 esta
conformado por 7 proteinas, de las cuales las més representativas son: Omp25 (también
llamada Omp3a), Omp31 y Omp22 (también llamada Omp3b), que estan codificadas por
los genes omp25, omp31 y omp22, respectivamente.

El gen omp25 se encuentra altamente conservado entre las especies de Brucella,
salvo por una pequefia delecion en B. ovis. Las cepas mutantes de omp25 construidas a
partir de las cepas virulentas B. abortus 2308, B. melitensis 16M y B. ovis 63/290
resultaron atenuadas en animales de experimentacion (Edmonds, Cloeckaert et al. 2001;
Edmonds, Cloeckaert et al. 2002). Estos resultados demuestran que la proteina Omp25
esté involucrada en la virulencia de Brucella spp.

Por otro lado, la proteina Omp31, que esta presente en todas las especies de
Brucella excepto en B. abortus, no esta involucrada en la virulencia bacteriana (Vizcaino,
Verger et al. 1997). La funcion de Omp31 aun no ha sido elucidada, si bien se especula
gue podria tratarse de una porina (Cloeckaert, Vizcaino et al. 2002).

El estudio de la supervivencia en ratones de cepas mutantes en omp22 derivadas de
B. ovis y B. abortus, identific6 que en la primera especie se vio afectada la virulencia
mientras que en la segunda no (Caro-Hernandez, Fernandez-Lago et al. 2007; Manterola,
Guzman-Verri et al. 2007). Esta diferencia en los resultados obtenidos con las distintas
especias de Brucella podria ser explicada aludiendo al fenotipo rugoso de B. ovis y liso de

B. abortus.

3.2.i. Lipoproteinas

Se han identificado tres lipoproteinas de bajo peso molecular en la membrana
externa de Brucella spp.: Ompl19, Ompl6 y OmplO (Tibor, Decelle et al. 1999). La
lipoproteina Omp16 presenta similitud con las lipoproteinas asociadas a péptidoglicano
(PALs) de otras bacterias Gram negativas y se ha propuesto que estd asociada al
peptidoglicano, anclada del lado peripldsmico de la membrana externa por su residuo
lipidico. Omp10 y Omp19 no presentan homologos funcionales en las bases de datos.
Ambas proteinas estan asociadas a la superficie de la membrana externa por uniones
covalentes a 4cidos grasos y son inmunodominantes.

Se han construido cepas mutantes en Omp10 y Ompl19 en B. abortus, las cuales
resultaron reducidas en su virulencia en el modelo de experimentacion murino (Tibor,
Wansard et al. 2002). Ninguna de las cepas mutantes fue deficiente en la supervivencia

intracelular. La cepa mutante en Omp10 fue defectiva en el crecimiento en medio minimo y
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la cepa mutante en Ompl9 mostré un incremento en la susceptibilidad a péptidos
catiénicos y al detergente no iénico deoxicolato de sodio. Este Ultimo resultado sugiere que
la cepa mutante en Omp19 tiene dafiada la membrana externa. Se postul6 que ambas
cepas mutantes estdn afectadas en la supervivencia extracelular, por ejemplo por

presentar mayor susceptibilidad a la muerte mediada por el sistema del complemento.

3.2.j. Genes flagelares

A diferencia de la mayoria de las bacterias del grupo Rhizobiaceae, al que pertenece
el genero Brucella, estas ultimas fueron descriptas como no moviles (Alton, Jones et al.
1975). Sin embargo al disponerse de las secuencias gendmicas de diversas especias de
Brucella se encontr6 que estan presentes todos los genes necesarios para la construccion
del flagelo. Sin embargo no se identificaron genes que codifiquen para los receptores
guimiotacticos o transductores de sefiales ( Halling 1998, Letesson, Lestrate et al. 2002).

Se ha observado en diversas bacterias patdgenas que el sistema flagelar,
relacionado filogenéticamente con el aparato de secrecion tipo Il (Blocker, Komoriya et al.
2003), esta involucrado en la virulencia (Young, Schmiel et al. 1999; Ghelardi, Celandroni
et al. 2002; Song, Jin et al. 2004). Las cepas de B. melitensis mutantes knockout en genes
que codifican para componentes esenciales del flagelo (fliF, flgl y fliC) resultaron
atenuadas en el modelo murino. Ninguna de estas cepas mutantes mostrd diferencias con
respecto a la cepa parental en cuanto a la replicacion en lineas celulares (Lestrate, Dricot
et al. 2003).

Se ha reportado que los genes que codifican para los componentes basales (anillo
MS) vy distales (gancho o hook vy filamento) del aparato flagelar de B. melitensis son
inducidos en un medio particular en la etapa logaritmica temprana de crecimiento de la
bacteria. En esta condicion experimental puntual se observé por microscopia electronica
una estructura semejante a un flagelo polar. A pesar de esto, aun no se a registrado que

Brucella spp. sea capaz de movilizarse (Fretin, Fauconnier et al. 2005).

4. Antecedentes en que se basa este trabajo

Con el objetivo de identificar nuevos factores de virulencia en el genero Brucella, en
nuestro grupo de trabajo se construyé una cepa mutante knockout en el ORF BAB1_1543
de Brucella abortus 2308, mediante la insercion de un cassette de resistencia a
kanamicina. La cepa mutante construida resulté deficiente en la supervivencia en ratones
BABL/c y en cobayos. El fenotipo de virulencia atenuada fue restaurado a los niveles de la

cepa parental al complementar en trans la cepa mutante con un plasmido replicativo para
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Brucella spp. que contiene al ORF BAB_1543 salvaje (Figura 2) (Cravero et al., no
publicado).

El ORF BAB_1543 esta conservado en todas las especies secuenciadas de Brucella.
También se ha realizado la inactivaciéon de dicho ORF en B. melitensis 16M y B. suis 1330,
las cuales, del mismo modo que la mutante derivada de B. abortus 2308, resultaron
atenuadas en animales de experimentacion. Teniendo en cuenta los resultados
mencionados, se postulé que el producto del ORF estudiado, al cual se denoming iivA (por
involved in virulence A), es un nuevo factor de virulencia del generc_> Brucella_l.

Las cepas mutantes en iivA de B. abortus 2308, B. melitensis 16M y B. suis 1330, no
arrojaron diferencias significativas con respecto a la cepa parental, ya sea en la replicacion
intracelular o en el crecimiento en medio minimo o rico. El Unico fenotipo distintivo de las
cepas mutantes fue una leve sensibilidad al pH acido y a temperaturas elevadas, siendo
esta Ultima caracteristica solo observada en la cepa mutante en iivA derivada de B.
melitensis.

Ademaés de estar conservada en el genero Brucella, la proteina codificada por el gen
iivA (llamada livA) esté presente en mas de 200 especies de proteobacterias y forma parte
del grupo de proteinas ortélogas 2960 (COG 2960). A pesar de la conservacion de livA en
diversas especies bacterianas, no se ha caracterizado ninguna de las proteinas ortélogas
a livA y la funcién de este grupo de proteinas es desconocida.

En este trabajo de tesis se presentan caracterizaciones estructurales y bioquimicas
de proteinas pertenecientes al COG 2960, constituyendo los primeros datos

experimentales que contribuyen a elucidar la funciéon de este grupo de proteinas ortélogas.
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Figura 2. Replicacion de las cepas B. abortus 2308, B. abortus 2308 iivA::Km y B. abortus
2308 iivA::Km complementada en trans con iivA salvaje, en bazos de ratones BALB/c a
distintos tiempos post infeccion. En el grafico se representa el logaritmo en base 10 promedio de5

las unidades formadoras de colonia por bazo. Se inocularon grupos de 5 ratones con 2x10
UFC/ratén para cada tiempo. En el grafico se indican las barras correspondientes al error
estandar.
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Hipdtesis y objetivos

Hipotesis

La hipdtesis de este trabajo de tesis es que la caracterizacion bioquimica y estructural
de livA permitir4 elucidar la funcion bioldgica de esta proteina en Brucella spp.

Ademas, se postula que la estructura y las caracteristicas bioquimicas del grupo de
proteinas ortélogas a livA estadn conservadas y que estas proteinas son relevantes para el
proceso de interaccion de las bacterias del COG 2960 con su organismo hospedador.

Para aceptar o rechazar las hipétesis formuladas se propone desarrollar los objetivos

mencionados a continuacion.

Objetivo general

Caracterizar estructural y funcionalmente a la proteina livA de Brucella abortus y
establecer si la proteina ortéloga a livA en Salmonella typhimurium esta relacionada con la
virulencia bacteriana, con el fin de elucidar la funcién bioldégica de las proteinas
pertenecientes al COG2960.

Objetivos particulares

Caracterizar estructural y bioguimicamente a la proteina livA de Brucella abortus
(CAPITULO 1)
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Estudiar la interaccion y la capacidad fusogénica de livA con membranas
fosfolipidicas modelos (CAPITULO II).

Identificar los aminoacidos esenciales para la estructura y funcién de IlivA
(CAPITULO 1II).

Caracterizar estructural y bioquimicamente a la proteina ortbloga a livA en

Salmonella typhimurium, construir una cepa deficiente en la misma y evaluar su

contribucion a la virulencia bacteriana (CAPITULO V).
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CAPITULO I.

Caracterizacion estructural y bioquimica de la proteina livA de Brucella abortus

1.1. Estructuras Coiled-Coil

Introduccion

La estructura a-hélice coiled-coil fue descripta en primer lugar por Crick y por Pauling
y Corey en 1953 como el principal elemento estructural de una serie de proteinas fibrosas
que incluian la queratina, la miosina y el fibrindgeno (Crick 1952; Pauling and Corey 1953).
Actualmente, se conoce que este motivo estructural esta presente en méas de 200
proteinas naturales. Las proteinas con estructuras coiled-coil estan involucradas en
diversas funciones biolégicas, como regulacion de la expresion de genes, fusion de
membranas, sintesis de tRNA, etc (Lupas 1996).

La estructura coiled-coil canonica propuesta por Crick comprende un
superenrollamiento (supercoil) de sentido izquierdo, formado por dos o tres a-hélices, en
orientacion paralela. Con el transcurso del tiempo se obtuvieron nuevas estructuras
proteicas de alta resolucion donde se vio que existen numerosas variantes a lo propuesto
en un principio por Crick: el nimero de hélices puede variar desde 2 a 7, la orientacion
entre las hélices puede ser paralela o anti-paralela, las hélices que componen el supercoil
pueden ser idénticas (homotipica) o distintas (heterotipica). También se ha visto que el
supercoil puede ser de sentido derecho en estructuras que estdn formadas por
repeticiones de 11 residuos en vez de la tipica repeticiébn heptamérica (Mason and Arndt

2004). De todos modos, las estructuras coiled-coil mas abundantes son las de sentido
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izquierdo compuestas de 2 hélices en forma paralela o anti- paralela o de 3 hélices
paralelas.

Las secuencia primaria de proteinas coiled-coil tipicas estad conformada por
repeticiones de siete residuos llamadas heptadas. El nimero de heptadas en una proteina
coiled-coil puede variar desde mas de 200 repeticiones en proteinas fibrosas hasta
solamente 2 en péptidos coiled- coil sintéticos designados de novo. Los residuos que
componen la heptada son designados convencionalmente como a-b-c-d-e-f-g. Las
posiciones a y d estdn comunmente ocupadas por residuos hidrofébicos (los mas usuales
son Leu, lle y Val), aunque se observo una tolerancia de hasta 20% de residuos polares en
dichas posiciones (Yu 2002). Las posiciones e y g estdn comunmente ocupadas por
residuos cargados (los méas frecuentes son Lys y Glu). El resto de las posiciones, b-c-f,
suelen ser ocupadas por residuos polares. Esta distribucién de los residuos aminoacidicos
hace que las a-hélices coiled-coil sean anfipaticas con los residuos a y d formando el
centro hidrofébico inter-hélice y con los residuos e y g formando interacciones iénicas inter-
hélice (Figura 1.1).

Las a-hélices estadndares tienen una periodicidad de 18/5 (18 residuos aminoacidicos
cada 5 vueltas de hélice) lo que equivale a colocar 3.6 residuos por vuelta de hélice,
mientras que las a-hélices coiled-coil sufren una distorsion que hace que se coloquen 3.5
residuos aminoacidicos por vuelta de hélice, lo que es equivalente a una periodicidad de
7/2 (7 residuos cada 2 vueltas de hélice) de donde proviene la caracteristica repeticion

heptamérica (Gruber and Lupas 2003).

Figura 1.1. Representacion esquematica de un coiled-coil dimérico paralelo (A y B) y ribbon plot
de la estructura de rayos-X del dominio cierre de leucina de la proteina GCN4 (C y D). En los
diagramas A y B los residuos estan anotados como a-g en una hélice y como a’-g” en la otra
hélice. Se muestran las interacciones hidrofilicas (e y g° en azul y rojo, g y € en violeta y
naranja) dentro de la repeticion heptamérica. El centro hidrofébico (a/a” y d/d”) es mostrado en
verde y gris. (Manson et al., 2004).

1.2. Prediccion de motivos coiled-coil a partir de la secuencia proteica

Existen diversos programas de acceso libre en la WEB que permiten predecir motivos
coiled-coil, ya sea formando parte de proteinas enteras o inmersos en pequefias regiones
dentro de proteinas complejas. Estos métodos se basan en la caracteristica repeticion
heptamérica y en comparaciones con bases de datos de proteinas coiled-coil de
estructura conocida. Los programas mayormente utilizados son Coils, Paircoil y Multicoil y

se detallan a continuacion.

1.2. a. Coils
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Coils (http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html) fue el primer algoritmo
creado para predecir estructuras coiled-coil y fue disefiado por Andrei Lupas y
colaboradores (Lupas, Van Dyke et al. 1991). Coils es un programa gque compara una
secuencia contra una base de datos de proteinas coiled-coil diméricas paralelas conocidas
y arroja un puntaje de similitud. Por comparacion de este puntaje con la distribucion de
puntajes en proteinas globulares y proteinas coiled-coil, el programa calcula la probabilidad

de que la secuencia estudiada pueda adoptar una conformacién coiled-coil.

1.2. b. Paircoil

Después del programa Coils surgié un nuevo programa para predecir proteinas
coiled-coil desarrollado por Bonnie Berger y colaboradores (Berger, Wilson et al. 1995).
Este nuevo algoritmo es mas riguroso que el programa creado originalmente por Lupas.
Paircoil (http://groups.csail.mit.edu/cb/paircoil) predice dominios coiled-coil en secuencias
proteicas usando una correlacion de residuos parewise obtenida a partir de una base de

datos de 58.217 residuos aminoacidicos de coiled-coils de dos cadenas.

1.2. c. Multicoil

Multicoil (http://multicoil.lcs.mit.edu/cgi-bin/multicoil) es una extension del programa
Paircoil que ademéas de predecir la localizacion de regiones coiled-coil en la secuencia
proteica los clasifica como diméricos o triméricos (Wolf, Kim et al. 1997). El programa se
sustenta en bases de datos de proteinas coiled-coil triméricas que comprenden 6.319
residuos aminoacidicos sumados a la ya existente base de datos de proteinas coiled-coil

diméricas.

1.3. Proteinas coiled-coil triméricas

1.3. a. Proteinas coiled-coil triméricas en eucariotas

Las proteinas eucariotas son las mas estudiadas y por lo tanto es donde
encontramos mayor cantidad de estructuras conocidas que estan formadas totalmente de
estructuras coiled- coil triméricas (como la proteina de unién al factor de choque térmico,
HSBP) o poseen dominios coiled-coil que permiten su trimerizacion (como la proteina de
unién a manosa, MBP). Esta variedad de proteinas abarca desde proteinas estructurales

como la proteina de la matriz del cartilago (Matrilina), proteinas reguladoras como el factor
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de trascripcion de choque térmico, proteinas que reconocen carbohidratos como las

colectinas, proteinas receptoras de lipoproteina como el receptor scavenger del
macrofago, proteinas que interaccionan con el receptor del factor de necrosis tumoral
TRAF y proteinas relacionadas con el reordenamiento del citoesqueleto de actina como
coronina 1.

En la tabla 1.1 se muestra un resumen de las proteinas eucariotas de estructura
conocida que poseen a-hélices coiled-coil triméricas formando parte de su estructura y en
el grafico 1.2 se muestra la estructura terciaria obtenida por rayos-X o RMN de alguna de

ellas como ejemplo.

Tabla 1.1. Proteinas eucariotas con dominios coiled-coil triméricos de estructura conocida.

Funcion Estructura Cita
Colectinas Son lectinas animales tipo C Tienen 4 dominios: Un N- (Weis and
dependientes de calcio. Reconocen terminal corto, un dominio Drickamer
(Familia que carbohidratos de la pared celular de semejante a colageno que 1994;
incluye a la los patégenos y disparan su une el carbohidrato, un Hakansson,
proteina de unién | aglutinacién y eliminacion. dominio coiled-coll Lim et al.
a manosa (MBP) y responsable de la 1999)
a la proteina trimerizacion y un dominio
surfactante lectina.
pulmonar D (SP-
D)
Coronina 1 de Tiene un rol en el reconocimiento Coiled-coil trimerico (Gatfield,
mamiferos dinamico del citoesqueleto de actina paralelo Albrecht et
y en su rearreglo. al. 2005)
Factor de Se une al DNA ante el estrés térmico | Forma trimeros en solucién | (Westwood
trascripcién de e induce la transcripcion de genes de | y cuando esta unido al DNA | and Wu
choque térmico choque térmico. es 80% a-hélice 1993; Zuo,
(HSF) (esta Baler et al.
conservado desde 1994)
levaduras hasta
humanos)
Proteina de Se une al dominio de trimerizacién a-hélice coiled-coil continua | (Tai, McFall
unién al factor de la proteina de trascripcién de con C-terminal no et al. 2002)
de trascripcion choque térmico. No se conoce su estructurado.
de choque funcién especifica.
térmico (HSBP)
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GCN4 Zip Proteina de unién a DNA reguladora La proteina salvaje forma (Harbury,
mutante en de la transcripcion. dimeros paralelos, pero Kim et al.
Asnl16GIn cuando se muta la 1994)
asparagina gue se encuentra
en el centro hidrofébico
puede formar trimeros.
Proteina de la Es el principal componente del Tiene dos dominios (Pan and
matriz del cartilago. Actlla como proteina semejantes a VWFA, 4
cartilago o adaptadora conectando otras semejantes al factor de Beck 1998)
Matrilina 2 proteinas y el péptido glicano en la crecimiento epidermal y un
matriz extracelular. C-terminal coiled-coil que
media la oligomerizacion.
Cubilina (Factor Se obtuvo de rifién bovino y esta El dominio N-terminal es (Lindblom,
intrinseco receptor| unido periféricamente a la membrana | coiled-coil trimérico Quadt et al.
de vitamina B12) plasmatica de las células epiteliales. 1999)
Facilita la endocitosis de ligandos.
TRAF (Factor TRAF interacciona con el dominio Tiene dos dominios: El N- (Park,
asociado al citoplasmatico de muchos miembros | terminal coiled-coil trimérico | Burkitt et al.
receptor del factor | de la familia de TNF (TNFR2, CD40, | paraleloy el C- terminal que | 1999)
de necrosis CD30, etc.) y permite iniciar la es B-sandwich
tumoral (TNF)) transduccion de sefiales. y media la unién al receptor.
Receptor Es un receptor reciclable que une la | Trimeros paralelos. Tiene 6 | (Kodama,
scavenger de lipoproteina LDL modificada en la dominios: citoplasmatico, Freeman et
macrofagos (MSR) | superficie celular y la internaliza por | transmembrana, espaciador, | al. 1990;

endocitosis mediada por receptor.
Luego el receptor libera al ligando en
el endosoma acidico donde es
digerido en el lisosoma y es enviado
nuevamente a la superficie celular via
el aparato de Golgi. Cuando se
encuentra en pH acido la parte C-
terminal cambia de ramdon coil a a-
hélice.

coiled-coil (es el dominio de
oligomerizacion), colageno-
like (dominio que une al LDL
modificado) y un dominio
especifico C- terminal.

Frank, Lustig
et al.
2000)
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Figura 1.2. Ejemplos de proteinas con estructuras coiled-coil triméricas. (A) Estructura del
motivo de trimerizacion de la proteina de la matriz del cartilago de pollo, obtenida por RNM. (B)
Estructura del dominio de trimerizacion y dominio de reconocimiento a carbohidratos de la
proteina surfactante humana D acoplada con una heptosa obtenida por Rayos-X. (C) Estructura
de la proteina TRAF2 humana con péptidos del receptor CD40 unidos obtenida por Rayos-X.
Los cilindros verdes denotan a-hélices y las flechas amarillas hojas 3.

1.3. b. Proteinas coiled-coil triméricas en procariotas

En contraste a lo que sucede con las proteinas eucariotas, las proteinas bacterianas
han sido menos estudiadas y se conocen pocas estructuras tridimensionales de alta
resolucion de proteinas coiled-coil triméricas.

Una proteina coiled-coil trimérica paralela bacteriana cuya estructura fue obtenida en
alta resolucion es la lipoproteina de la membrana externa de Escherichia coil. Esta
lipoproteina que posee un motivo polipeptidico de 56 aminoacidos, por lo que fue llamada
Lpp-56, es la méas abundante de la membrana externa bacteriana. Posee la clasica
modificacién lipidica en una cisteina N-terminal y se puede unir al peptidoglicano a través
de una lisina en el C-terminal. La estructura tridimensional y experimentos biofisicos en
soluciéon mostraron que Lpp-56 estd compuesta en un 90% de a-hélice, que es altamente
estable (Tm 67°C) y que posee una disposicion del arreglo coiled-coil trimérico particular
en el que se forma una estructura semejante a un cierre de alanina (Shu, Liu et al. 2000;
Bjelic, Karshikoff et al. 2006) (Figura 1.3).

Por otro lado, un sistema bacterial constituido por varias proteinas con estructuras
coiled-coil es el sistema de secrecion tipo Ill de bacterias Gram negativas patogénicas,
tales como E. coli, Salmonella spp., Shigella spp. y Yersinia spp. El sistema de secrecion
tipo Il forma una estructura similar a una aguja que permite la inyeccion de proteinas
efectoras directamente en el citoplasma del hospedador, permitiendo la regulacién de la
sefializacion de la célula eucariota a favor del patdégeno. Una clase de proteinas
componentes de este sistema de secrecion son las llamadas proteinas translocadoras que,

o forman parte de la zona extracelular del complejo o son transportadas para contactarse
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con la membrana plasmaética eucariota o penetran al citosol. Las proteinas translocadoras
son: EspA, EspB y EspD en E. coli, YopB, YopD y LcrV en Yersinia spp., IpaB, IpaC y IpaD
en Shigella spp. y SipB, SipC y SipD en Salmonella spp. Mediante predicciones
bioinformaticas y ensayos biofisicos y bioquimicos se ha observado que SipB y SipC y sus
homologos IpaB e IpaC tienen motivos coiled-coil triméricos formando parte de su
estructura. Se ha observado que algunas de estas proteinas estan relacionadas con el
rearreglo del citoesqueleto de actina, lo cual es importante para permitir que la bacteria
ejerza su virulencia (Hayward, McGhie et al. 2000; Delahay and Frankel 2002; Hume,
McGhie et al. 2003).

Figura 1.3. Estructura de Lpp-56 obtenida por difraccién de Rayos-X: (A) Vista longitudinal del trimero de
N-terminal a C-terminal. (B) Vista axial del trimero donde se ve el extremo N-terminal. (Wei Shu et al.,
2000).

1.3. c. Proteinas coiled-coil triméricas virales

Se ha obtenido la estructura tridimensional de numerosas proteinas coiled-coil
triméricas virales, todas correspondientes a las proteinas de fusién de membrana de virus
envueltos. La primera proteina fusogénica viral cristalizada fue la hemaglutinina del virus
influenza en el afio 1981 y de alli en adelante se han obtenido numerosas estructuras
como las de la proteina F de Paramixovirus, la gpl60 de HIV y SIV, la proteina Env
retroviral, la Gp del virus Ebola, etc. Dichas proteinas poseen caracteristicas en comun
tales comol tener sitios de glicosilacién, trimerizar a través de dominios coiled-coil en
el N-terminal, poseer dominios transmembranas y sufrir clivaje proteolitico para ser
fusogénicamente activas. Ademas del coiled-coil N-terminal por el que trimerizan, estas
proteinas tienen otra region coiled-coil corta en el C-terminal, que cuando estan en la
conformacién fusogénicamente activa se dobla sobre el dominio de trimerizacion quedando

en forma antiparalela (Dutch, Jardetzky et al. 2000).

1.4. Proteinas intrinsecamente no estructuradas

Las proteinas intrinsecamente no estructuradas o desordenadas, también llamadas

nativamente desplegadas, pertenecen a un grupo de proteinas Unico. Para que una
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proteina pueda ser considerada como nativamente desordenada la totalidad o una regién
grande deella (de mas de 50 aminoacidos) debe ser flexible, no compacta (extendida) y no
tener o tener pocas estructuras secundarias ordenadas bajo condiciones fisioldgicas
(Uversky 2002).

La lista de proteinas perteneciente a esta familia tiene mas de 100 miembros que
incluye proteinas involucradas en la regulacion transcripcional y traduccional, en la
transduccion de sefiales celulares, proteinas de fosforilacién, chaperonas, etc. Se piensa
gue las regiones intrinsecamente desordenadas le atribuyen a la proteina plasticidad para
interactuar con diferentes ligandos.

La secuencia aminoacidica de las regiones desordenadas tienen caracteristicas
comunes, tales como poseer baja complejidad, bajo contenido de aminoacidos
hidrofébicos voluminosos (Val, Leu, lle, Met Phe, Trp y Tyr), los cuales normalmente
conforman el centro de las proteinas globulares plegadas y tener una proporcion alta de
aminoacidos polares y cargados (GIn, Ser, Pro, Glu, Lys y en ocaciones Gly y Ala).
Teniendo en cuenta estas caracteristicas se han disefiado numerosos programas para
predecir regiones desordenadas, como PONDR, Foldindex, DisEMBL, GLOBPLOT vy
DISOPRED, a los cuales se puede acceder libremente en la Web (lakoucheva and
Dunker 2003; Dosztanyi, Csizmok et al. 2005; Prilusky, Felder et al. 2005).

Eventualmente, las proteinas nativamente desplegadas pueden adquirir estructuras
ordenadas cuando se encuentran con su ligando natural o en condiciones del entorno
especificas (Dyson and Wright 2005). Las condiciones del entorno que comunmente se

ha encontrado que inducen estructura en estas proteinas son:

e La temperatura, probablemente debido a que el aumento de la misma
puede incrementar la fuerza idnica y las interacciones hidrofébicas. Un
ejemplo en el que ocurre esto es la a-sinucleina.

e El pH, estoes debido a que a pHs extremos se pueden neutralizar las
cargas de los aminodcidos cargados y disminuir las fuerzas de repulsion
gue impiden el plegamiento. Ejemplos en que ocurre esto estan dados por
a-sinucleina y protomiosina a.

e Losiones, estoesdebido a que la presencia deiones con carga opuesta
a la delos aminoacidos cargados pueden compensar las cargas de la
proteina y disminuir las fuerzas de repulsién. Esto también es
ejemplificados con la a-sinucleina.

Por dltimo, las proteinas nativamente desplegadas, pueden plegarse en el

medio natural en el que son activas debido a la presencia de ligandos o blancos a
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los que se unen, tales como una variedad de moléculas pequefias, sustratos,

cofactores, otras proteinas, acidos nucleicos, membranas lipidicas, etc.
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Materiales y métodos

1.1. Herramientas de bioinformatica

El acceso a las secuencias se realiz a través del sitio NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).
El peso molecular y punto isoeléctrico de las proteinas se obtuvo por programas de acceso
libre a través del servidor de proteémica ExPASy (www.expasy.ch). La prediccion de
estructura secundaria se realiz6 mediante los programas de prediccion de acceso libre:
Jpred (http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred/submit.ntml Cuff & Barton 2000),
PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html Bryson et al 2005, McGuffin et al
2000, Jones 1999), SAM-T99 (http://www.cse.ucsc.edu/compbio/HMM-apps/T99-
query.html Karplus et al 1998) y PHD (Rost et al 1993 and 1994). Para la prediccién de
estructuras coiled-coll se utilizaron los programas PAIRCOIL

(http://groups.csail.mit.edu/cb/paircoil/cgi-bin/paircoil) y MULTICOIL

(http://multicoil.lcs.mit.edu/cgi-bin/multicoil). El andlisis de sitios de restriccion y el disefio
de oligonucleédtidos para las reacciones de amplificacion se hizo a través de las

herramientas del sitio JustBio.com de acceso libre (www.justbio.com).

1.2. Cepas bacterianas y medios de cultivos

Las cepas de Escherichia coli DH5a (Gibco), BL21 (ADE3) (Invitrogen) y BTH101
fueron crecidas en medio liquido Luria-Bertani (LB) en agitacion o LB agar (5 g/l triptosa, 5
g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl, DIFCO) a 37°C o 30°C en el caso de BTH101. En los
casos requeridos, los antibi6ticos se suministraron en las siguientes concentraciones:
Kanamicina (sigma) 25 pg/ml, Ampicilina (USB) 100 ug/ml y Cloranfenicol (sigma) 20
pg/ml.

1.3. Preparacion de células competentes y transformacion

Las células de E. coli se prepararon quimicamente competentes mediante incubacién
con CaCl2 y se congelaron a -70°C hasta su uso (Sambrook et al. 1989). La
transformacion se realizd incubando en hielo 50 pl de células competentes con 50 ng de
plasmido o de ligacion durante 30 minutos. Luego se incub6 a 42°C durante 2 minutos e
inmediatamente se resuspendié las células en medio LB durante 1 hora en agitacion, para
permitir la expresion de la resistencia a antibidtico. Finalmente se plaque6é en LB agar

suplementado con el antibidtico correspondiente y se incubo durante toda la noche a 37°C.
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1.4. Metodologia de ADN recombinante

La construccién y andlisis de plasmidos recombinantes se realizaron por técnicas

clasicas de biologia molecular (Sambrook et al. 1989).

1.4. a. Aislamiento de pladsmidos

Los plasmidos fueron aislados utilizando el método de lisis alcalina (Sambrook et al.
1989), columnas de intercambio aniénico de Qiagen y también con el Kit de Wizard para

mini y midipreps (Promega).

1.4. b. Utilizacién de enzimas de restriccion y modificantes

Las digestiones con enzimas de restriccion (simples o dobles) asi como la utilizacién
de enzimas modificantes se realizaron de acuerdo con los buffers, las temperaturas, la
duracion de la incubaciéon y las condiciones de inactivaciébn recomendadas por los

respectivos proveedores (Promega y NEB).

1.4. c. Electroforesis en geles de agarosa

Las concentraciones de los geles de agarosa fueron 0.7-1.5% segun los tamafios de
los fragmentos de restriccion a analizar. La agarosa fue disuelta en TAE (10 mM Tris-
Acetato, 1 mM EDTA, pH 8), a la que se le adicioné bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Las
muestras de ADN fueron sembradas en el gel previo agregado de 1/10 del volumen del
sembrado de buffer de siembra (0.5% azul de bromofenol, 25% glicerol). Los geles se
corrieron en TAE a 5-10 V/icm a temperatura ambiente. Las bandas de ADN fueron
visualizadas por florescencia al UV. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron
ladder de 100 pb (Promega) y ladder de 1 Kb (Gibco y Promega). Los geles se

documentaron utilizando un equipo Fotodyne y el programa Cricket Graph.

1.4. d. Aislamiento de los fragmentos de interés de geles de agarosa

Se utilizaron los métodos de GeneClean (Bio 101) y Prep-A-Gene (Bio-Rad),

siguiendo las indicaciones del proveedor.

1.4. e. Ligacion
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Las reacciones de ligacién de fragmentos de ADN fueron efectuadas con la enzima
T4 ADN ligasa (NEB y Promega) con el buffer suministrado por el proveedor. Se agreg6 1
unidad de T4 ADN ligasa a una mezcla que contenia por lo menos 50 ng de plasmido
vector y 1 a 5 veces més (en molaridad) de fragmentos de ADN inserto. Para la ligacion de
extremos cohesivos, la incubacion se realizé durante 16 horas a 4°C en un volumen final
de 10 o 15 pl. Para la ligacién de extremos romos, la incubacion se realiz6 durante 16

horas a 18°C en igual volumen final.

1.4. g. Reaccion en cadena de la polimerasa

Las amplificaciones se realizaron utilizando Taq Polimerasa (Promega) o Accu-Prime
(Invitrogen) en presencia del buffer suministrado en condiciones estandar, en un volumen
final de 50 pl. Los dNTPs se utilizaron a una concentracion final de 0.2 mM vy los
oligonucleotidos a 20 pmol cada uno. El protocolo de amplificacion fue: 5 minutos de
desnaturalizacion a 94°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto 94°C, 1 minuto a la
temperatura de annealing de los oligonucledtidos dependiendo del par utilizado, y una
elongacion a 72°C de 1 minuto por Kb a amplificar, seguido de 10 minutos a 72°C de
elongacion final. Como templado se utilizaron 2 ng de ADN gendémico de Brucella abortus
cepa 2308.

1.5. Obtencion de las proteinas livA, livA-N e livA-C
1.5. a. Clonado en los vectores de expresion para E. coli

El gen iivA (ORF BAB_1543 de Brucella abortus cepa 2308) se amplificé en forma
entera o parcial de manera de obtener los fragmentos nucleotidicos que codifican para livA

(M1 a S106), livA-N (M1 a V48) o livA-C (R50 a K101) utilizando los siguientes pares de
oligonucledtidos anotados en sentido 5 a 3: AAACCATGGAAACAAGGAAGAATG vy

TCTCGAGATTATCTTTGGATTTTGACGAAAC para livA,
CCATGGCGATGACCAGCGGACAGAAC y CTCGAGCACAACGTCGAGCGTATTGAG
para livA-N y CCATGGAGCGTGAGGATTTTGAAGC y

CTCGAGTTTTTGACGAAACGGATGCCG para livA-C. Los amplicones fueron clonados en
pGEM-T (Promega) y luego liberados con las enzimas Ncol y Xhol contenidas en la
secuencia de los oligonucledtidos. Los fragmentos liberados fueron clonados en el vector
de expresion para E. coli pET24D (Novagene) en marco con el promotor de T7 enel 5 y
con una etiqueta de seis histidinas en el 3". Las construcciones fueron chequeadas por

secuenciacion nucleotidica utilizando el servicio de secuenciacion prestado por el INTA.
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1.5. b. Expresion en E. coliy purificacion de las proteinas recombinantes

Las construcciones en el vector pET24D conteniendo las secuencias codificantes
para livA, livA-N e livA-C fueron transformadas en la cepa de E. coli BL21 (DE3) de
manera de poder inducir la expresion proteica mediante el promotor T7. Se realizé una
dilucion 1/100 de las bacterias crecidas a saturacion, se las puso a crecer a 37° con
agitacion hasta lograr un crecimiento en fase exponencial (densidad éptica a 600 nm de
0.5) y en este punto se indujo la expresion de las proteinas por agregado de 1 mM de
isopropyl-B-D-thiogalactoside (IPTG) por 4 horas. Las bacterias fueron cosechadas por
centrifugacion a 3000 xg por 20 minutos y se procedié a purificar las proteinas por
cromatografia de afinidad en forma nativa siguiendo el protocolo de Quiagen. El pellet
conteniendo las bacterias se resuspendié en buffer de union nativo (20 mM Tris/HCI pH
8.0, 500 mM CINa y 5 mM imiazol llevado a pH 7.9 con HCI), se lis6 por sonicacion hasta
obtener una solucién translicida y se centrifugd a 12000 xg de manera de separar las
proteinas solubles de bacterias no lisadas y restos celulares. Luego el lisado proteico se
incub6 con una resina de Ni-NTA (niquel-nitrilotriacetic acid, Quiagen) durante 1 hora a
4°C con agitacion suave de manera de permitir la union de la proteina a la resina.
Posteriormente se pasé la solucién a una columna donde se realizaron tres lavados con 10
ml de buffer de lavado (20 mM Tris/HCI pH 8.0, 500 mM CINa y 20 mM imisazol, llevado a
pH 7.9 con HCI) para eliminar proteinas unidas inespecificamente y se procedio a la
elusion con el buffer de elusion (20 mM Tris/HCI pH 8.0, 500 mM CINa y 0.5 M imisazol,
llevado a pH 7.9 con HCI) tomando alicuotas de 1 ml. La presencia de la proteina se
evalu6 en geles de poliacrilamida tefiidos con Coomassie Brilliant Blue R 250 (Pierce) y se
confirmd la identidad de la misma por western blot utilizando un anticuerpo monoclonal
Anti-Histidina (Amersham Biosciences). Las alicuotas conteniendo proteina se juntaron y
se dializaron en buffer fosfato salino (PBS) durante 24 horas realizando 3 recambios del

mismo.

1.5. c. Cuantificacion de las proteinas

La concentraciéon de proteina se estimé utilizando el kit de cuantificacion de Pierce
(Micro BCA Protein Assay) segln las especificaciones del fabricante. Debido a que las
curvas de BSA que se utilizan como estandar para este tipo de ensayo no resultaron ser
apropiadas para livA y sus derivados y, a que livA no posee residuos aromaticos se utilizé
como estandar para la cuantificacién una proteina derivada de livA que posee un residuo
de triptofano en el extremo C-terminal (se describe la construccién en el capitulo 2), que

fue previamente cuantificada por absorcién UV a 280 nm.
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1.5. d. Electroforesis de proteinas en geles de acrilamida

Se utilizaron geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS)
usando tricina en el buffer de corrida lo cual permite la resolucion de proteinas de bajo
peso molecular a menor concentracién de acrilamida que el sistema de PAGE-SDS con
glicina. Para el gel resolutivo la concentracion de acrilamida final fue de 16% y la de
bisacrilamida fue de 0.495%. Para la parte del gel apilador (stacking) la concentracion final
de acrilamida fue de 3.88% y la de bisacrilamida fue de 0.12%. Se utilizaron minigeles (6
x 9 cm, Miniprotean Il, Biorad), los que se corrieron a una corriente constante de 100V en
buffer conteniendo 0.1M Tris/HCI pH 8.9, 0.1 M Tricina, y 0.1% SDS para el catodo y 0.2
M Tris/HCI pH 8.9 para el &nodo.

1.5. e. Tincién con azul de coomassie

Se incubaron los geles con una tincién de azul de coomassie 0.05% (Coomasie
Brilliant Blue R 250 0.05%, metanol 50%, acido acético 10%) por 1 a 2 horas con agitacion
suave. Se retiré la solucion de tincidn y se decoloré el exceso mediante incubacién con

solucion de lavado (metanol 50%, acido acético 10%) que se reemplaz6 periédicamente.

1.5.f. Identificacion de proteinas mediante western-blot

Luego de efectuada la electroforesis los geles de poliacrilamida se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences) en buffer Laemmli (25 mM Tris/HCI
pH 8.8, 250 mM glicina) suplementado con 20% de metanol, aplicando una corriente
constante de 200 mA por 1 hora. Para evaluar la efectividad de las trasferencias las
membranas se tifieron con Rojo Ponceau 0.1% (sigma) en acético glacial 5%. Luego para
la deteccion inmunolégica de las proteinas las membranas se incubaron 1 hora con
solucion de bloqueo (5% de leche descremada en buffer TBS 1X), 1 hora con una dilucién
del anticuerpo primario en la solucién de bloqueo (la dilucion fue 1/3000 en el caso de
anticuerpos monoclonales y 1/300 en el caso de sueros policlonales) y luego de un
posterior lavado con TBS 1X se incubaron 1 hora mas con el anticuerpo secundario
especifico conjugado a fosfatasa alcalina. Terminadas las incubaciones se lavd la
membrana tres veces con TBS 1X y 1 vez con buffer BREFA (100 mM Tris/HCI pH 9.5,
100 ml NaCl y 5 mM MgCI2) y se agregaron 10 ml de solucién de revelado (10 ml de buffer
BREFA, 66 pl de Nitro blue tetrazolium (NBT) 50 mg/ml en dimetilformamida 70% y 33 pl

de bromo-cloro-indoil-fosfato (BCIP) 50 mg/ml en dimetilformamida 100% (Promega)). Se
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incubd con agitacion suave por 3 a 15 minutos con luz tenue hasta visualizar las bandas

de interés y se detuvo la reaccion mediante lavados con agua.

1.6. Ensayo de doble hibrido bacteriano

Para realizar las construcciones en los vectores de doble hibrido bacteriano, las
zonas del gen iivA conteniendo las regiones codificantes para livA, livA-N e livA-C fueron
amplificadas por PCR con los siguientes oligonucleétidos que contienen los sitios de
restriccion Xbal en el extremo 5" y Kpnl en el 3" que permiten la fusién en marco con los
fragmentos T18 o T25 de la adenilato ciclasa de Bordetella pertusis:
AATCTAGAGCGCCGTGAAGTGGAAA y AAGGTACCACGGATGCCGATTTTG para livA,
AATCTAGAGATGACCAGCGGACAGAAC y TTGGTACCACAACGTCGAGCGTATTGAG
para livA-N y AATCTAGAGCAGCGTGAGGATTTTGAAGC y
TTGGTACCGATTTTGACGAAACGGATGCC para livA-C. Los productos de amplificaciéon
fueron clonados en pGEM-T, liberados con las enzimas de restriccion Xbal y Kpnl y
posteriormente clonados en los vectores pUT18c y pKT25 de manera de obtener las
proteinas fusionadas en marco a la subunidad T18 o T25 de la adenilato ciclasa de
Bordetella pertusis, respectivamente. Las construcciones que expresaban las proteinas
gue se deseaban ensayar fueron co-trasformadas en la cepa de E. coli deficiente en
adenilato ciclasa BTH101 y crecidas en medio LB a 30°C. Posteriormente se ensayo0 la
actividad p-galactosidasa de cada cepa utilizando como control positivo de actividad dos
construcciones que tienen fusionadas a T18 y T25 dos dominios de cierre de leucina (Zip)

gue interactdan entre si.

1.7. Ensayo de actividad B-galactosidasa

A 1 ml de cultivo de las cepas a ensayar se le midio la densidad éptica a 550 nm y
luego se resuspendieron en 1 ml de buffer Z (0.1 M fosfato de sodio pH 7.0, 10 mM KCI, 1
mM MgS0O4 y 50 mM B-mercaptoetanol). Las células se lisaron por adicion de 2 gotas de
cloroformo, 1 gota de SDS y agitacion por 10 segundos. Se agregaron 200 pl de ONPG
(O- nitrofenil B-D-galactopiranésido) 4 mg/ml en fosfato de sodio 0.1M pH 7.0. Se incubé a
28°C hasta observar coloracion amarilla y se midio la absorbancia a 420 nm. La actividad
especifica de B-galactosidasa se calculdé segun: Abs420nm x 1000/ tiempo de reaccion en

minutos x Abs 550 nm.

1.8. Cross-linking quimico
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A 20 ul de proteina purificada y dializada en PBS se le adicion6 el cross-linking
etilen- glicol bis-(succinimidilsuccinato) (EGS) (Sigma) diluido en dimetilsulfoxido a
concentraciones de 0.5, 1 y 5 mM. Se incubd a temperatura ambiente y luego de 30
minutos la reaccion fue detenida por agregado de 50 mM de Tris/HCI pH 8.0. Los
productos de cross-linking fueron analizados por SDS-PAGE vy tincion con Coomassie
Brilliant Blue R 250.

1.9. Determinacion del peso molecular de proteinas por light scattering estético

El peso molecular de las proteinas fue determinando en un instrumento de Light
scattering Precision Detector PD201 conectado en tandem a un sistema de cromatografia
liquida de alta precision y a un refractor diferencial LKB 2142. Las muestras fueron corridas
en una columna Superdex 75 y eluidas en buffer PBS. Las sefiales de luz dispersada a 90°
y de indice de refraccion fueron monitoreadas y analizadas con el programa Discovery32,
provisto con el equipo Precision Detertor, de manera de obtener el peso molecular de las
muestras. El detector de luz dispersada a 90° fue calibrado usando seroalbumina bobina

(66.5 KDa) como estandar.

1.10. Protedlisis limitada

livA purificada fue incubada a 28°C con 1 ug/ml de tripsina (Sigma) y la reaccién fue
parada a distintos tiempos por adicion de 1% de TFA (Trifluoro acético). Los productos de
digestion fueron examinados en Tris-Tricina SDS-PAGE. Para detectar la identidad de los
productos de protedlisis, se electro-transfirieron a una membrana de PVDF y se envi6 a
secuenciar el N-terminal por el método de degradacion de Edman. El C-terminal de los
fragmentos fue mapeado en base a los pesos moleculares obtenidos por espectrometria
de masa de las alicuotas de la protedlisis obtenidas a distintos tiempos. Los experimentos
de espectrometria de masa y de degradaciéon de Edman fueron realizados mediante el
servicio provisto por el Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios en Péptidos y
Proteinas (LANAIS-PRO) (CONICET-UBA).

1.11 Espectroscopia de dicroismo circular
Los espectros de dicroismo circular (CD) en la region del UV lejano (250-200 nm) de
las proteinas fueron medidos en un espectropolarimetro Jasco J-810 a diferentes

condiciones experimentales, usando cubetas de cuarzo de 0.1 cm de longitud de paso.

Las muestras fueron incubadas al menos 15 minutos en la condicion experimental
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requerida antes de tomar las medidas. Los espectros de CD fueron evaluados por el
programa K2D para obtener el contenido de estructura secundaria porcentual. La
estabilidad termodindmica fue evaluada por la medida de la elipticidad molar a 222 nm en

funcion de la temperatura en un rango de 25 a 90°C.

1.12. Generacién de suero policlonal dirigido contra livA

Para obtener suero policlonal dirigido contra livA se inmuniz6 un conejo con proteina
purificada mas adyuvante incompleto de Freund. La inmunizacién se realizé 3 veces por
periodos de 1 semana y se extrajo periddicamente sangre de la vena de la oreja para

probar la efectividad del suero.

1.13. Determinacién de la localizacién subcelular de la proteina livA en Brucella

abortus

Para determinar la localizacion subcelular de livA se utiliz6 un cultivo de B. abortus
S2308 crecido a fase exponencial tardia. Las bacterias fueron lisadas por reiterados
pasajes a través de prensa de French y el extracto proteico fue clarificado de restos
celulares por centrifugacion a 20.000 g por 30 minutos. Luego el extracto proteico fue
sometido a ultracentrifugacion a 100.000 g por 1 hr. para separar las proteinas asociadas
a membrana (pellet) y las proteinas citoplasmaticas y periplasmicas (sobrenadante). Las
fracciones fueron analizadas por Western blot utilizando un suero policlonal de conejo
dirigido contra la proteina livA y contra la proteina BP26 (proteina peripldsmica) y la

proteina Omp19 (proteina de membrana) como controles del correcto fraccionamiento.
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Resultados

1.1. Andlisis bioinformatico.

La proteina livA de Brucella abortus (UniProtKkB Entry: Q2YLY4) posee 106
aminodcidos, una masa de 11.3 kDa y un punto isoeléctrico calculado de 8.1. Esta
anotada como una proteina hipotética de funcién desconocida en los genomas de Brucella
spp. secuenciados hasta el momento (B melitensis, B. suis, B. abortus y B. ovis). Esta
proteina pertenece a la familia de proteinas ortdlogas: COG 2960 (DUF 526). En esta
familia se han descripto 241 miembros (pFAM enero 2008) pertenecientes a distintos
grupos de proteobacterias: 72 a- proteobacterias, 39 [B-proteobacterias, 128 y-
proteobacterias y 2 bacterias de clase no definida. El porcentaje promedio de identidad de
secuencia de todas las proteinas del COG 2960 es 37%. A pesar de que livA se encuentra
presente en una gran variedad de bacterias, en ninguna de ellas fue caracterizada y en
todos los genomas publicados esta anotada como una proteina hipotética de funcion
desconocida.

Mediante el andlisis bioinformatico de la secuencia de livA se predice que esti
compuesta por aproximadamente un 68% de a-hélices (Figura 1.4 A). Dicho porcentaje de
a-hélice estd divido en dos regiones, una en la mitad N-terminal de la proteina, que
involucra desde los residuos R7 a N43, y otra en la mitad C-teminal entre los residuos R50
y E85. Ademas, se estimo por el programa Paircoil
(http://groups.csail.mit.edu/cb/paircoil/cgi-bin/paircoil) que las regiones N- y C-terminal
predichas como a-hélices tienen capacidad de formar estructuras coiled-coil con un
puntaje de 0.6 para la region C-terminal y de 0.2 para la region N-terminal. De acuerdo a la
prediccion, la estructura a-hélice coiled-coil en la mitad C-terminal de livA esta conservada
en la mayoria de las proteinas pertenecientes al COG 2960, lo que argumenta a favor de
la existencia de estas hélices e indicaria que esta estructura podria cumplir un rol
importante en la funcion biolégica de esta familia proteica (Figura 1.4 C). Por otro lado, la
estructura coiled-coil en la mitad N-terminal de livA se predice sélo Brucella spp. Utilizando
el programa Multicoil (http://multicoil.lcs.mit.edu/cgi-bin/multicoil), que ademas de analizar
la probabilidad de formar coiled-coil predice el estado de oligomerizacion, se obtuvo que
el C- terminal posee una probabilidad de 0.636 para la formacion de dimeros y de 0.178
para la formacion de trimeros. En el caso del N-terminal el programa predice una
probabilidad de 0.2 para la formacién de trimero y de 0.038 para la formacién de dimero.

Mediante una representacion helical wheel de las regiones de livA se observa que la
regiéon N-terminal es altamente anfipatica, mientras que la hélice C-terminal, aunque es

levemente anfipatica, tiene una distribucion de residuos polares y no polares méas uniforme
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(Figura 1.4 B). La capacidad de poder formar una hélice anfipatica en la region N-terminal
es conservada en miembros representativos del COG 2960 lo que sugiere que es
importante para la funcién de la proteina.

Teniendo en cuenta el analisis bioinforméatica, se decidi6 realizar tres construcciones
para el estudio estructural y funcional de livA: una construccion que expresa la proteina en
su totalidad (desde M1 a S106), llamada livA; una que expresa la region N-terminal (desde
M1 hasta V48), llamada livA-N; y una que expresa la zona C-terminal (desde R50 hasta
K101), llamada livA-C. Dichas construcciones fueron realizadas en un vector de expresion
para E. coli que introduce una “etiqueta” de seis histidinas. Luego estas construcciones
fueron expresadas, y las proteinas purificadas en forma nativa por cromatografia de
afinidad. Las proteinas purificadas fueron dializadas en buffer fosfato salino (PBS) y

cuantificadas para su posterior uso.
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1.2. Estudio de lainteraccién de livA consigo mismay del estado de oligomerizacion

Dado que una de las caracteristicas principales de las proteinas con dominios coiled-
coil es la capacidad de conformar homo- o hetero-oligémeros, se decidio estudiar si livA es
capaz de interaccionar consigo misma (Lupas and Gruber 2005).

Para analizar la interaccion de livA consigo misma in vivo se utilizé el ensayo de
doble hibrido bacteriano (BTH) descripto por Karimova (Karimova, Pidoux et al. 1998). En
este experimento las proteinas a ensayar son fusionadas a los dos fragmentos de la
adenilato ciclasa de Bordetella pertusis (T18 y T25) por separado y co-transformadas en
una cepa de E. coli deficiente en adenilato ciclasa (cepa BTH101). Los dos fragmentos de
la adenilato ciclasa por separado son inactivos pero, cuando se los fusiona a proteinas que
son capaces de interactuar, se produce el acercamiento espacial de los fragmentos y la
recuperacion de la actividad enzimatica. Esta recuperacion de actividad enzimética es
medida por la activacién de promotores especificos, como el promotor del gen lacZ,
mediante el ensayo de B-galactosidasa.

Con este fin se construyeron fusiones de livA, livA-N y livA-C al fragmento T18 y T25
de la adenilato ciclasa, se co-transformaron en la cepa de E. coli BTH101 y se midio la
actividad B- galactosidasa. Al co-transformar BTH101 con T18 y T25 fusionados a livA o
livA-C se recuperd completamente la actividad B-galactosidasa llegando a niveles
similares a los del control positivo (T18 y T25 fusionados a dos dominios de cierre de
leucina: Zip). Por el contrario cuando los dominios de la adenilato ciclasa fueron
fusionados ya sea, ambos a livA-N o, uno a livA-N y otro a livA-C no se observé
recuperacion de la actividad B-galactosidasa (Figura 1.5 A). Estos resultados indican que
livA interactda consigo misma in vivo por medio de su regién C-terminal.

Por otro lado para investigar la estequiometria del complejo formado se utilizaron dos
ensayos in vitro: cross-linking quimico y Light scattering estatico (SLS) acoplado a una
columna de filtracion molecular.

Cuando se expuso livA a concentraciones crecientes del cross-linking Etilen-glicol-bis
(succidimil succinato) (EGS) y se someti6 a corrida electroforética y tincién con Coomassie
Brilliant Blue R 250, se pudo observar la formacion de agregados con pesos moleculares
vinculados a la formacion de dimeros y trimeros. Al realizar el mismo ensayo con livA-C
también se observo la formacion de dimeros y trimeros. Por otro lado al realizar el ensayo
con livA-N solo se observo la presencia del monémero (Figura 1.5 B).

La determinacion del peso molecular mediante Light scattering estatico de livA, livA-
C e livA-N concuerda con lo previamente observado por cross-linking quimico y arroja
pesos de 40.6, 21 y 6.8 KDa respectivamente, lo que coincide con un estado trimérico para

livA e livA-C y monomérico para livA-N. Ademas la forma de los cromatogramas indica que
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las proteinas poseen una distribucion conformacional homogénea (Figura 1.5 C). La
observacion de especies de masa menor a la correspondiente para la formacion de
trimeros en el ensayo de cross-linking de livA e livA-C, probablemente se deba a que la
cantidad del reactivo de crosslinker EGS utilizada se encuentra en defecto con respecto la
concentracién de proteina utilizada y por la tanto en algunas ocasiones no es suficiente
para producir la unién covalente de tres cadenas polipeptidicas al mismo tiempo.

En conjunto los resultados presentados indicarian que livA es capaz de formar

trimeros por medio de su dominio C-terminal.
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Figura 1.5. Analisis de la estructura cuaternaria de livA. (A) Andlisis mediante doble hibrido
bacteriano de la interaccion de livA y sus dominios entre si. Se muestra un
experimento representativo de las medidas de actividad [(-galactosidasa de cepas de E.
coli BTH101 co-transformadas con livA, livA-N o livA-C fusionadas a los fragmentos T18 o
T25 de la adenilato ciclasa. El experimento fue repetido 3 veces obteniéndose resultados
similares. (B) Cross-linking quimico de livA y sus dominios. Los productos de cross-linking
fueron separados por SDS-PAGE y seguidos por tincion con Comassie Brilliant Blue R 250.
Los pesos moleculares de los patrones se muestran al costado del gel. Los niumeros sobre
las calles indican la concentracién del crosslinker EGS adicionada a cada reaccion. (C)
Cromatografia de filtracién molecular en el que se mide la sefial de indice de refraccién o
de ligth scattering estatico (en unidades arbitrarias) de cada proteina en funcion del tiempo
de elucién. Se indica en el cromatograma la masa calculada para cada proteina.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



1.3. Analisis de los dominios estructurales de livA por protedlisis limitada

Parametros estructurales, tales como accesibilidad al solvente, dominios flexibles y
zonas parcialmente desplegadas, son responsables de la susceptibilidad a la
fragmentacion por proteasas. Por tal motivo se realizaron experimentos de protedlisis
limitada, con el objetivo de caracterizar el estado conformacional y discernir los dominios
de livA (Mitra, Sinha et al. 2005).

Con tal fin se utilizd la enzima tripsina, la cual corta en el carboxilo terminal de
residuos basicos (lisina y arginina). Estos residuos estan distribuidos uniformemente a lo
largo de la secuencia de livA. La protedlisis por tripsina se siguié a lo largo de dos horas,
deteniendo la reaccion periédicamente por adiciéon de TFA. Los productos de la reaccion
se identificaron por medio de su peso molecular, determinado por espectrometria de masa,
y por secuenciacion del N-terminal, utilizando el método de degradacion de Edman.
Ademas, debido a la presencia de una “etiqueta” de seis histidinas en el C-terminal de la
proteina, se pudo monitorear el acortamiento del mismo por western blot utilizando un
anticuerpo anti-histidina. A tiempos de exposicion a la proteasa cortos, se observa que el
extremo C-terminal de livA permanece intacto, mientras que el N-terminal es rapidamente
escindido. A tiempos de exposicién a la proteasa prolongados (2 hs.) se puede observar la
prevalencia de una zona resistente a la protedlisis entre los residuos V41 y K94. Esta zona
resistente a la protedlisis contiene por completo la region C-terminal predicha como coiled-
coil (Figura 1.6).

Es importante notar que aunque K91 no es predicha como parte del coiled-coll, la
presencia de prolina del lado carboxilico de este residuo podria impedir la accion de la
tripsina sobre el mismo. Del mismo modo, la presencia de E51 en el extremo carboxilico

de R50 podria reducir la frecuencia de corte por tripsina de este residuo (Wilkinson 1986).
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Figura 1.6. Protedlisis limitada de livA. (A) Secuencia de livA en donde se indican con
triangulos los sitios de corte predichos para tripsina. En tridngulos negros se muestran los
sitios que fueron efectivamente reconocidos por tripsina y en blanco los resistentes a la
protedlisis. (B) Membrana de nitrocelulosa tefiida con Rojo Ponceau en donde se muestran
los péptidos producidos por la digestion de livA con tripsina detenida a distintos tiempos. A
la izquierda de la membrana se indican los rangos de la secuencia de los fragmentos
peptidicos obtenidos. En la numeracién de los péptidos se incluyen las seis histidinas y
tres residuos adicionales que introduce el vector de expresion en el C-terminal de la proteina,
por lo que la proteina posee 115 aminoacidos totales. (C) Western blot, revelado con un
anticuerpo anti-histidina, de los productos de protedlisis, en donde se pueden identificar los
fragmentos proteoliticos que conservan las histidinas C-terminal. Se indican los péptidos
obtenidos de la misma manera que en (B).

1.4. Estructura secundaria de livA y sus dominios.

Con el objetivo de analizar el contenido de estructura secundaria de livA y sus
dominios se realizaron experimentos de espectroscopia de dicroismo circular (CD). El
espectro de CD de livA e livA-C medido en Tris/HCI pH 8.0 exhibe dos minimos, uno a 208
nm y otro a 222 nm, lo cual es caracteristico de proteinas en la que prevalecen estructuras
a-hélices (Figura 1.7 A). El porcentaje de estructura secundaria en cada una de estas
proteinas fue estimado por el programa K2D, obteniéndose un 30% de a-hélice para livA 'y
un 70% para livA-C (Tabla 1.2). Dicho resultado concuerda con los porcentajes de a-hélice
que se predicen para livA y livA-C mediante los programas de prediccion de estructura

secundaria, si se tiene en cuenta que solo se esta formando la a-hélice coiled-coil de la
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mitad C-terminal, los cuales son 34% y 70% respectivamente. Por otro lado, el espectro de
livA-N es caracteristico de proteinas con dominios pobremente estructurados (random
coil). El espectro tedrico de livA-N obtenido mediante el calculo de la diferencia entre el
espectro de livA y livA-C es practicamente idéntico al obtenido experimentalmente, lo que
indica que este dominio no es estabilizado por estar contiguo al dominio C-terminal o por
encontrarse formando parte de una proteina trimérica, siendo por lo tanto un dominio
intrinsecamente desordenado. Este resultado concuerda con el hecho de que el dominio
N-terminal es mas susceptible a la protedlisis por tripsina.

Con el fin de investigar la estabilidad de livA y sus dominios se realizaron
experimentos de desnaturalizacion térmica mediante el monitoreo de la elipticidad molar a
222 nm en funcion de la temperatura. El punto medio de desnaturalizacion térmica o
temperatura de melting (Tm) de livA fue 58.2°C y el de livA-C fue 59.6°C (Figura 1.7 B). La
transicion conformacional de ambas proteinas fue completamente reversible, dado que al
disminuir nuevamente la temperatura las proteinas se repliegan totalmente. La Tm de livA-
N no pudo ser obtenida bajo las condiciones ensayadas debido a que la proteina no

presenta estructura secundaria definida.
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Figura 1.7. Estructura secundaria y estabilidad térmica de livA y sus dominios. (A) Espectro de
dicroismo circular en el UV lejano de livA, livA-N, livA-C e livA-N calculado por la resta entre el
espectro de livA y el de livA-C. (B) Curvas de desnaturalizaciéon térmica obtenidas por la
medida de la elipticidad molar a 222 nm en funcién de la temperatura. La temperaturas de
melting obtenidas para livA e livA-C fueron 58.2°C y 59.6°C, respectivamente. Todas las
medidas fueron realizadas en 50 mM de buffer Tris/HCI pH 8.0 y 150 mM de NacCl.
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Tabla 1.2. Porcentaje de estructura secundaria de livA, livA-N e livA-C obtenidas a

partir del andlisis de los espectros de CD con el programa K2D.

Random
a-hélice Hoja 8
coil
livA 30 16 54
livA-N 8 45 47
livA-C 70 3 26

1.5. Induccién de estructura secundaria en diferentes condiciones

Se ha observado que las proteinas que poseen dominios intrinsecamente
desordenados se encuentran involucradas en una gran variedad de funciones y que
frecuentemente sufren transiciones conformacionales en donde los dominios
desestructurados adquieren una estructura especifica al encontrarse con su ligando
natural o ante cambios en el entorno (Romero, Obradovic et al. 1997; Uversky 2002).
Acorde a los resultados obtenidos previamente se decidio investigar los probables cambios
conformacionales que puedan ocurrir en livA, livA-C e livA-N ante la presencia de
diferentes aditivos y condiciones en el entorno, mediante la técnica de dicroismo circular.
En la tabla 1.3 se muestra un resumen de los resultados en las condiciones ensayadas y a

continuacion se detalla cada experimento.

1.5. a. Efecto del pH:

En primer lugar se estudi6é el comportamiento de livA con la variacion del pH, para
ello se incubd la proteina en buffers cuyos pH variaron desde 2 hasta 10 y se midi6 el
espectro de CD en cada condicién. El pH en el que observé el mayor aumento de la
elipticidad molar a 222 nm, lo que indica un aumento en el porcentaje de estructura a-
hélice en la proteina, fue pH 4. En esta condiciébn de pH de maxima induccién de
estructura también se midio el espectro de livA-C e livA-N. En la figura 1.8 se puede
observar que si bien la elipticidad de livA aumenta considerablemente a pH 4 comparada
con el espectro de referencia en Tris/HCI pH 8.0, el espectro de los dominios por

separado, livA-N e livA- C, no aumenta significativamente. Esto probablemente se deba a
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gue para que ocurra la induccién de estructura, sea necesario que los dos dominios actien
en forma cooperativa o que para que se forme la a-hélice predicha en el N-terminal sea

necesario que la proteina se encuentre en forma trimérica.
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Figura 1.8. Efecto del pH sobre la estructura secundaria de livA y sus dominios. (A) Elipticidad
molar a 222 nm medida en funcidon del pH. livA se incubd en los siguientes buffers durante 15
minutos antes de medir el espectro de CD: 50 mM glicina pH 2.0, 50 mM acetato de sodio pH
4.0, 50 mM fosfato de sodio pH 6.0, 50 mM fosfato de sodio pH 7.0, 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 50
mM Tris/HCI pH 10.0. (B) Espectro de CD en el UV lejano de livA, livA-N e livA-C en presencia
de 50 mM Tris/HCI pH 8.0 0 50 mM acetato de sodio pH 4.0.

1.5. b. Efecto de diferentes sales:

El efecto de la fuerza i6nica sobre livA fue testeado utilizando sales de sodio de tres
iones diferente: cloruro, sulfato y fosfato. En la figura 1.9 A se puede observar la medida
de la elipticidad molar a 222 nm de livA expuesta a las tres sales con fuerzas i6nicas
comparables y crecientes. Los tres iones utilizados producen un incremento de estructura
de livA con respecto a la proteina en Tris/HCI pH 8.0, siendo el fosfato el que produce el
maximo efecto a fuerzas idnicas comparables. Posteriormente se realizaron espectros de
CD de livA, livA-C y livA-N en fosfato, sulfato y cloruro a fuerzas i6nicas comparables, en

la que se observé la maxima induccion de estructura (fuerza iénica 1.2 M) (Figura 1.9 B).
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La presencia de fosfato de sodio produce un incremento de estructura significativo tanto
en livA (43%) como en livA-N (117%). Por el contrario, sulfato y cloruro producen un
incremento de la sefial dicroica en livA pero no afectan la estructura de livA-N. livA-C
permanece invariable en todas las condiciones. Es interesante notar que, mediante la
medida de las curvas de desnaturalizacién termal de las proteinas, se observé que tanto
livA como livA-C incrementan su Tm en presencia de fosfato y sulfato, siendo maés
evidente el efecto producido por fosfato. Cloruro no produce efecto sobre la estabilidad
proteica ante la temperatura (Tabla 1.3). La Tm de livA-N no pudo ser medida debido a
gue se produce una curva no cooperativa de desnaturalizacion tipica de proteinas
pobremente estructuradas. Los resultados indican que en presencia de los iones
ensayados se produce una reordenamiento de livA en la que se incrementa el contenido
de a-hélice. En presencia de fosfato donde la transicion es mas marcada es evidente que
la reestructuracion ocurre en el dominio N- terminal de la proteina, mientras que aumenta
la estabilidad de la region C-terminal. En el caso de sulfato y cloruro no es tan evidente
donde ocurre la transicién dado que livA cambia pero sus dominios por separado no. Esto
puede ser debido a que estos iones producen un menor efecto en la estructura de la
proteina y que para que ocurra la transicion conformacional sea necesario que los

dominios actien en forma cooperativa en la proteina trimérica.
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Figura 1.9. Efecto de diferentes sales en la estructura secundaria de livA y sus dominios. (A)
Elipticidad molar a 222 nm medida en funcion de la fuerza io6nica aportada por los iones de
sodio: cloruro, sulfato o fosfato. livA fue incubada en distintas concentraciones de las tres sales
durante 15 minutos, antes de medir el espectro de CD. (B) Espectro de CD en el UV lejano de
livA, livA-N e livA-C en presencia de 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 400 mM sulfato de sodio pH 8.0,
400 mM fosfato de sodio pH 8.0 0 1.2 M cloruro de sodio pH 8.0. La fuerza i6nica de cada una
de las sales a la concentracion indicada corresponde a 1.2M.

1.5. c. Efecto del detergente dodecil sulfato de sodio (SDS):

Por dltimo se midié el efecto del detergente i6nico dodecil sulfato de sodio (SDS)
sobre la estructura de livA y sus dominios. SDS es un surfactante que provee a las
proteinas de un medio hidrofébico. A concentraciones por debajo de la concentracion
micelar critica (CMC) 2-4 mM, el SDS se encuentra en estado monomérico y se ha
descripto como un componente que mimetiza el interior de las proteinas. A
concentraciones por encima de la CMC, o sea superior a 4 mM, el SDS se encuentra
formando micelas y es usado para mimetizar bicapas lipidicas cargadas negativamente
(Blondelle, Lohner et al. 1999).

En presencia de SDS se observa un incremento significativo en la elipticidad molar a
222 nm de livA aun a concentraciones muy pequefias (Figura 1.10 A). Al medir el espectro
de CD de livA, livA-N e livA-C en presencia de 5 mM de SDS se puede observar un
incremento significativo en la elipticidad molar a 222 nm de livA e livA-N (19.3% y 310%
respectivamente) mientras que livA-C permanece invariable (Figura 1.10 B). Estos
resultados indicarian que se produce una transiciéon estructural de random coil a a-hélice
en el dominio N-terminal de livA en presencia de SDS. La Tm en presencia de SDS no

pudo ser medida debido a la produccion de una curva no cooperativa (Tabla 1.3).
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Figura 1.10. Efecto del detergente SDS sobre la estructura secundaria de livA y sus dominios.
(A) Elipticidad molar a 222 nm medida en funcién de la concentracion de SDS. livA se incubd
en distintas concentraciones de SDS durante 15 minutos antes de medir el espectro de CD.
(B) Espectro de CD en el UV lejano de livA, livA-N e livA-C en presencia de 50 mM Tris/HCI pH
8.0y 5 mM de SDS.

Tabla 1.3. Incremento de la sefial de CD a 222 nm de livA, livA-N y livA-C en las
distintas condiciones ensayadas con respecto a la sefial de cada proteina medida en
50 mM Tris/HCI pH 8.8 y temperatura de melting en cada condicion. Comparar las Tm
presentadas con la Tm de livA e livA-C obtenidas en presencia de 50 mM Tris/HCI pH
8.0, las cuales fueron 58.2 y 59.6°C, respectivamente. nd indica que la Tm no pudo

ser calculada.
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Incremento de elipticidad Temperatura de

molar a 222 nm (%) melting (°C)
livA livA-N livA-C livA livA-C
0.4 M fosfato de sodio, pH 8.0 403 1719 3 69.7 763
0.4 M sulfato de sodio, pH 8.0 31.8 6.6 7.6 62.6 66.1
1.2 M cloruro de sodio, pH 8.0 26.4 0.8 54 56.6 57.2
50 mM acetato de sodio, pH 4.0 31.3 20 0 nd nd
5 mM SDS, pH 8.0 19.3 310.8 0 nd nd

1.6. Determinacion de la localizacion subcelular de la proteina livA en Brucella
abortus

El conocimiento de la localizacion subcelular de una proteina puede dar indicios de
la funcién que esta cumple en la bacteria, dado que por ejemplo proteinas que interactlen
tempranamente con el hospedador deberian localizarse principalmente en la membrana
externa de la bacteria o ser secretadas. Por lo tanto, se realizaron experimentos para
determinar la localizacion subcelular de livA en Brucella abortus.

Para determinar la localizacion subcelular de livA se utiliz6 un cultivo de B. abortus
S2308 crecido a fase exponencial tardia. El cultivo bacteriano fue centrifugado, el pellet
obtenido fue resuspendido en buffer fosfato salino y lisado, de manera de obtener un
extracto proteico. El lisado proteico fue separado de restos celulares y sometido a
ultracentrifugacion a 100.000 xg. Este tipo de fraccionamiento permite detectar las
proteinas totales en dos fracciones: el sobrenadante en el que se localizan las proteinas
citoplasméticas y periplasmicas solubles y el pellet en el que se localizan las proteinas de
membrana insolubles. En la figura 1.11 A se muestra un western blot revelado con un
anticuerpo policlonal anti-livA, de las fracciones obtenidas después de la
ultracentrifugacion. Se puede observar que livA localiza principalmente junto con las
proteinas solubles, aunque una porcién de la proteina fracciona junto con las proteinas de
membrana. Para determinar si el fraccionamiento fue realizado correctamente, las
fracciones fueron sometidas a western blot con dos anticuerpos dirigidos contra proteinas
de localizacion subcelular conocida: Bp26, una proteina peripldsmica soluble; y Omp19,

una proteina de membrana (Tibor, Wansard et al. 2002; Kumar, Tuteja et al. 2007).
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Mediante estos controles se corrobor6 que la fraccibn de membrana no se encuentra

contaminada con proteinas citoplasmaticas y peripldsmicas, dado que Bp26 se localiza

exclusivamente en la fraccion soluble. Omp19 se localiza en la fraccién de membrana, si

bien una pequefa cantidad localiza con las proteinas solubles. Esto no es extrafio si se

tiene en cuenta que la pre-proteina que dara lugar a Ompl9 es sintetizada en el

citoplasma y transportada a través del periplasma antes de llegar a su localizacion final en

la membrana bacteriana (Figura 1.11 B y C).
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Figura 1.11. Western blot del fraccionamiento subcelular revelados con anticuerpos dirigidos
contra (A) livA, (B) Ompl9 y (C) Bp26. Los fraccionamientos fueron realizados con lisados
proteicos obtenidos a partir de Brucella abortus cepa 2308 y en algunos geles también se
muestra un lisado de la cepa de B. abortus 2308 mutante en el gen iivA. Al costado de los
geles se muestra el peso molecular en KDa.
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Discusién

Los resultados presentados en este capitulo evidencian que livA es una proteina
trimérica que posee dos dominios estructurales: un dominio C-terminal coiled-coil por el
cual homo-oligomeriza y un dominio N-terminal que puede ser clasificado como
intrinsecamente desordenado en condiciones fisiologicas.

Las predicciones de livA de formar una a-hélice coiled-coil en el C-terminal y una a-
hélice anfipatica en el N-terminal, estdn conservadas en la mayoria de las proteinas
pertenecientes al COG2960. Esto manifiesta la importancia de los motivos mencionados
para la estructura y funcién bioldgica de dichas proteinas y sugiere que las propiedades
descriptas aqui para livA de Brucella abortus pueden ser compartidas entre los miembros
del COG 2960.

El dominio C-terminal de livA posee las repeticiones heptaméricas clasicas de los
motivos coiled-coil, como aminodcidos hidrofdbicos en las posiciones a y d y aminoacidos
polares en el resto de las posiciones. Si bien se ha demostrado experimentalmente que
livA trimeriza, el analisis de su secuencia con el programa Multicoil predice una alta
probabilidad de formacién de dimeros. Este programa se basa en la comparaciéon con
bases de datos, donde esta registrada la abundancia de residuos encontrados en
proteinas coiled-coil diméricas o triméricas y presta particular importancia a los residuos
ubicados en las posiciones a y d. Sin embargo, para establecer el estado de
oligomerizacién de un coiled-coil, son importantes también las posiciones e y g (Alberti,
Oehler et al. 1993; Beck, Gambee et al. 1997; Kammerer, Schulthess et al. 1998). En el
caso livA la discrepancia observada entre la prediccion y el resultado experimental se
puede explicar por la ocurrencia de aminoacidos anomalos en las posiciones a 'y d, que no
estdn bien representados en las bases de datos. Es interesante notar la presencia de
fenilalanina en la posicién a (F53) y en la posicion d (F84) del coiled-coil de livA, lo cual no
es observado comUnmente en las proteinas con dominios coiled-coil. Sin embargo, se ha
observado por estudios de mutagénesis sitio dirigida que es posible introducir fenilalanina
en las posiciones a y d de coiled-coils triméricos y obtener una proteina bien plegada y
estable (Tripet, Wagschal et al. 2000).

Previamente se ha observado que muchas proteinas coiled-coil cortas predichas
como diméricas son en realidad triméricas, como ocurre con la proteina asociada a actina
Coronina 1. En una publicacién reciente se propuso que las regiones coiled-coil triméricas
pequefas tienen un motivo de trimerizacion conservado. Este motivo esta constituido de
arginina en la posicion 1, glutdmico en la posiciébn 6, residuos hidrofobicos en las
posiciones 2 y 5 y cualquier aminoacido en la posiciones 3 y 4 (R1-h2-X3-X4-h5-E6). En la
region C-terminal de livA, este motivo esta presente dos veces: una entre los aminoécidos

R73-E78 y otra entre los aminoacidos R80-E85 (Kammerer, Kostrewa et al. 2005).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Otra particularidad de esta region es la asparagina N67. Este tipo de residuos es tres
veces mas frecuentemente encontrado en coiled-coil de dos cadenas que en los de tres
cadenas (Woolfson and Alber 1995). La presencia de residuos polares en el core
hidrofébico de regiones coiled-coil, le imparten a las proteinas especificidad en cuanto a su
plegamiento a expensas de perder estabilidad (Eckert, Malashkevich et al. 1998). Se ha
reportado que cuando se muta una asparagina que se encuentra en el core hidrofébico del
coiled-coil dimérico del regulador transcripcional de levaduras GCN4, se produce una
inespecificidad del estado de oligomerizacion, produciéndose una mezcla de estructuras
diméricas y triméricas. La especificidad estructural que imparte la asparagina mencionada
de la proteina GCN4, se atribuye a que en el coiled-coil trimérico no estan optimizados los
enlaces de hidrogeno entre las asparaginas de las hélices enfrentadas, mientras que en la
conformacioén dimérica si (Gonzalez, Plecs et al. 1996; Gonzalez, Woolfson et al. 1996). En
el caso de livA, es posible que la presencia de alanina en las capas a y d precedentes a
N67 (A60 y A63) pueda facilitar el acercamiento de las hélices en el eje axial del coiled-
coil, optimizando los enlaces de hidrogeno de las asparaginas internas. Ademas, se ha
visto que la presencia de residuos polares en el interior hidrofébico de coiled- coils
triméricos, puede estar involucrada en la unién a aniones (Eckert, Malashkevich et al.
1998), por lo que seria interesante investigar si N67 esta involucrada en la estabilizacion
del C-terminal de livA producida por fosfato, observado experimentalmente.

No se disponen de evidencias experimentales para discernir si la orientacion del
coiled-coil trimérico de livA es paralelo o antiparalelo, si bien la orientacion paralela es la
mas abundante en las proteinas conocidas. Sin embargo, la presencia de asparagina en el
interior del coiled-coil favorece la orientacién paralela de las hélices, dado que de este
modo las asparaginas estarian enfrentadas en el interior del core hidrofébico, pudiendo
establecer enlaces de hidrogeno, mientras que si las hélices estuvieran en orientacion
antiparalela no se podrian establecer estas interacciones. En base a esto se construyo un
modelo de la estructura de la region C-terminal coil-coil de livA presentado, en la figura
1.12. En este modelo se puede observar que, ademas de la estabilizacién de las tres
hélices por interacciones hidrofébicas y de puentes de hidrogeno en las capas a y d
internas, se pueden establecer tres interacciones electrostaticas (puentes salinos) entre los

residuos cargados de las posiciones e y g que son: D52 y R57, R73 y E78 y R80 y E85.
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Figura 1.12. Modelo para el coiled-coil C-terminal trimérico de livA. Se muestran los residuos
hidrofobicos en letras negras, los polares sin carga en letras verdes, los cargados
positivamente en fondo azul y los cargados negativamente en fondo rojo. Con lineas punteadas
grises se muestran los pares de residuos de las posiciones g y e que pueden tener
interacciones electroestaticas.

El dominio N-terminal de livA es un dominio intrinsecamente desordenado y al igual
que lo que ocurre con muchas proteinas que tienen dominios de esta naturaleza,
transcurren en €l cambios conformacionales que producen estructuras ordenadas en
diferentes condiciones. En las proteinas intrinsecamente desordenadas estos
restructuramientos ocurren cuando se encuentran con sus ligandos naturales o en medios
gue mimetizan condiciones en los que estas proteinas son activas o donde necesitan
cambiar su conformacién para ejercer alguna funcion biologica (Wright and Dyson 1999).
El cambio estructural mas evidente observado en el N-terminal de livA es producido por
fosfato de sodio y por el detergente i6nico SDS. Ademdés, aunque no se ha observado un
efecto evidente en la estructura de livA-N (si se vio en livA) con los iones sulfato, cloruro y

el pH &cido, probablemente ellos también produzcan el reordenamiento del N-terminal. La
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transicion conformacional observada es de random coil a a-hélice y probablemente, como
es predicho en el modelo helical wheel presentado anteriormente, esta hélice tenga
propiedades anfipéticas.

Un ejemplo similar al del dominio N-terminal de livA, ocurre con el dominio de
activacion transcripcional inducible por quinasa de CREB, llamado KID. El polipéptido KID
es intrinsecamente desordenado, ya sea en forma aislada o formando parte de CREB.
Cuando KID se encuentra con su ligando, CBP, ocurre un cambio conformacional que
conlleva a la formacion de una hélice anfipatica (Campbell and Lumb 2002; Vendel,
McBryant et al. 2003).

Otro ejemplo estd dado por algunos péptidos antimicrobianos, como melitina,
alameticina y cecropin A. Estos péptidos existen como estructuras desordenadas en
soluciones acuosas y se pliegan como estructuras a-hélices en presencia de solventes
hidrofébicos 0 membranas lipidicas. Los péptidos antimicrobianos a-hélice frecuentemente
son anfipaticos, lo que permiten que se absorban o se inserten en la membrana blanco,
formando un grupo de a-hélices que conlleva al efecto citolitico que permite la destruccion
de la célula (Blondelle, Lohner et al. 1999).

La caracterizacion estructural de livA realizada hasta el momento permite inferir el
modelo presentado en la figura 1.13. Este modelo abarca la estructura trimérica del C-
terminal y los posibles cambios conformacionales que se producirian en el N-terminal. livA
tiene una zona aproximadamente en el medio de la secuencia aminoacidica de la proteina,
después de la a-hélice N-terminal y antes del coiled-coil C-terminal, que no se predice
como parte de ningun tipo de estructura, esta zona en el modelo presentado se propone

gue actia como un segmento flexible que une los dos dominios.
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A3

e —=
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Figura 1.13. Modelo que representa la conformacion hipotética de livA en condiciones
fisiologicas (izquierda) y las posibles conformaciones que podria adquirir al formarse la a-hélice
N-terminal en presencia de fosfato y SDS.
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CAPITULO Il

Interaccién y capacidad fusogénica de livA con membranas fosfolipidicas

Introduccion

2.1. Membranas bioldgicas

El modelo vigente para describir las bicapas lipidicas es el de mosaico fluido,
introducido en 1972 por Singer y Nicholson. Este modelo muestra a la bicapa lipidica como
un ambiente dindmico y de aspecto liquido, que permite el paso de moléculas a través de
Su estructura.

Las membranas biologicas estdn compuestas basicamente de lipidos (los mas
abundantes son los fosfolipidos) y proteinas. Los fosfolipidos poseen una estructura
anfifilica, ya que su molécula consiste en una cabeza polar con un grupo fosfato y una
regiébn no polar hidrocarbonada, lo cual le atribuye la capacidad de formar bicapas
espontdneamente cuando son dispersados en agua. Esto es debido a que en contacto con
el agua se produce un efecto hidrofébico, generdndose agregados de lipidos con las
cabezas polares en contacto con el agua y las colas hidrocarbonadas en el interior, en el
cual la estructura més favorable es la bicapa lipidica.

Si bien las membranas de todos los organismos son similares en el ordenamiento de
la bicapa lipidica, existen algunas diferencias. Los fosfolipidos mayoritarios de las
membranas bacterianas son fosfatidilglicerol (Friedman, Mclver et al) vy
fosfatidiletanolamina (PE), lo cual le confiere a las mismas una carga neta negativa.

Ademas, la superficie de las bacterias Gram negativa posee lipopolisacaridos (LPS) y la de
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las Gram positiva contiene polisacéridos acidicos (&cido teicoico), lo cual incrementa la
carga neta negativa. En contraste, la distribucion de fosfolipidos en las células de
mamiferos es asimétrica, la cara externa estd compuesta principalmente por los
fosfolipidos zwitterionico fosfatidilcolina y esfingomielina, mientras que la cara interna esta
compuesta principalmente del fosfolipido cargado negativamente fosfatidilserina (PS).
Ademés las membranas de los eucariotas poseen colesterol que aporta rigidez. También
poseen un gran numero de carbohidratos, como el acido salicilico que esta cargado
negativamente, formando parte de glicoproteinas y glicoesfingolipidos que constituyen una

estructura celular llamada glucocalis.

2.2 Membranas modelos

Las membranas biolégicas son muy complejas, por lo que para estudiar la interaccion
de proteinas u otras moléculas con bicapas lipidicas se utilizan sistemas simplificados o
modelos de membranas. La principal ventaja de estos sistemas es que se puede variar su
composicion, permitiendo determinar qué componentes son m&s importantes en las
interacciones entre los fosfolipidos y las moléculas en estudio (Nir and Nieva 2000; Smit,
Waarts et al. 2003). Los modelos de membranas més utilizados son los siguientes:

Monocapas o capas monomoleculares: la utilizacion de capas monomoleculares es
un método sencillo pero a su vez altamente versétil. Los fosfolipidos se distribuyen
formando una capa cuando son dispersados en la interfase aire-agua, situandose la parte
polar hacia el agua y la parte apolar hacia el aire (Maget-Dana 1999).

Micelas: Consisten en un nucleo formado por los grupos hidrofébicos de los lipidos,
conteniendo una pequefia cantidad de agua, y rodeado de una corteza constituida por los
grupos hidroéfilos que se extienden en el medio acuoso.

Bicapas lipidicas: los liposomas o vesiculas son los modelos de membrana mas
utilizados ya que la estructura en forma de bicapa lipidica de ellos es similar a la porcion
lipidica de las membranas celulares. Los liposomas son estructuras vesiculares
submicroscépicas compuestas por moléculas anfifilicas, tipicamente fosfolipidos. Al ser
dispersados en agua, los fosfolipidos forman bicapas donde las cadenas hidrocarbonadas
se organizan de modo que se encuentran protegidas del agua, y asi el sistema es
termodinamicamente favorable. Las bicapas se unen de manera que dejan en su interior el
contenido acuoso (New 1990). Dependiendo del nimero de bicapas y del tamafio del
liposoma se pueden clasificar de la siguiente manera:

-Liposomas multilamelares (multilamellar vesicles, MLVs): estan formados por varias
lamelas concéntricas (entre 7 y 10) y su tamafio es muy diverso (de 100 a 1000

nm).
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-Liposomas unilamelares grandes (large unilamellar vesicles, LUVS): su tamafio oscila
entre 100 y 500 nm. Estos liposomas se caracterizan por tener una tensién
superficial similar a la de las membranas bioldgicas. Los liposomas unilamelares
son los modelos de membrana mas utilizados para estudiar las propiedades fisicas,
guimicas y mecanicas de las membranas bioldgicas.

-Liposomas unilamelares pequefios (small unilamellar vesicles, SUVs): Son liposomas
de tamafio pequefio, entre 15-100 nm. Estos liposomas tienen una mayor curvatura
que los LUVs, lo que les confiere una menor estabilidad. Producen poca dispersion

de la luz por lo que se los puede utilizar en técnicas espectrofluorimétricas.

2.3. Proteinas que interaccionan con membrana

Aproximadamente 25-30 % de los marcos de lectura abiertos codifican para
proteinas de membrana (Boyd, Schierle et al. 1998; Wallin and von Heijne 1998). Las
proteinas de membrana pueden asociarse con la misma de diferente manera y segun el
tipo de interaccién se las clasifica en dos grandes grupos: proteinas integrales de
membrana (o intrinsecas) y proteinas periféricas (o extrinsecas). Las proteinas integrales
de membrana tienen uno 0 mas segmentos que penetran la bicapa fosfolipidica y tienen
un alto porcentaje de aminoacidos hidrofébicos que interactian con los grupos acilo de los
fosfolipidos. La mayoria de las proteinas integrales de membrana atraviesan la bicapa
lipidica una o varias veces y son llamadas proteinas transmembrana y a menudo tienen
grandes dominios en el medio acuoso. Los dominios que atraviesan la membrana
generalmente son a-hélices o mdltiples hojas . Otras proteinas integrales de membrana
se unen covalentemente a acidos grasos embebidos en la bicapa lipidica.

El otro grupo de proteinas de membranas son las periféricas, cuyo core hidrofébico
no penetra la membrana lipidica, sino que se encuentran asociadas a la superficie de la
membrana por interaccion con las bicapa lipidica o por interaccion con proteinas integrales
de membrana. Las proteinas periféricas de membranas se pueden dividir en tres clases:
(1) Las proteinas tipo S que son las mas superficiales y se encuentran interactuando por
fuera de la region interfacial formada por los grupos fosfatos de los fosfolipidos, (2) las
proteinas tipo | que penetran significativamente en la region interfacial, es decir, estan al
mismo nivel que los grupos fosfato de los fosfolipidos, y (3) las proteinas tipo H que llegan
a la region del core de hidrocarbonos de los fosfolipidos e interactian tanto con los grupos
fosfatos como con el core hidrofébico de la membrana. Muchos polipéptidos o proteinas
con regiones anfipaticas pertenecen a este Ultimo grupo (Bechinger 2000).

Existe otro grupo de proteinas, llamadas proteinas anfitrépicas (Burn 1988), que se
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localizan tanto en el citosol como en la membrana. La asociacion a membrana puede ser
directamente a la bicapa lipidica o a través de proteinas de membrana. Esta asociacion es
reversible y la afinidad de unién esta sujeta a regulacion por cambios conformacionales
producidos por fosforilacion, union a ligando o aparicion transiente de un sitio de union a
membrana. Ejemplo de proteinas anfitropicas son la fosfolipasa C, proteina quinasa C y

vinculina (Johnson and Cornell 1999).

2.3.1. Toxinas formadoras de poros bacteriales

Muchas bacterias secretan polipéptidos al exterior que reconocen membranas
celulares especificas y forman poros en ellas produciendo un efecto téxico, son las
llamadas toxinas formadoras de poros (PFT). Estos polipéptidos pueden existir como
mondémeros solubles en agua y, después de la insercion en la bicapa lipidica, formando
proteinas integrales de membrana multiméricas.

Las PFT se clasifican como a-PFT o B-PFT segun si forman poros transmembrana
por insercién de a-hélices anfipéticas, como colicina y la toxina diftérica (DT), o si forman
poros por insercion de B-hairpins anfipaticos para crear barriles § transmenbrana, como la
a-hemolisina de Staphylococcus aureus, streptolisina O, antigeno protectivo de antrax y
aerolisina (Gouaux 1997; Gouaux 1998; Lacy and Stevens 1998; Heuck, Tweten et al.
2001).

A los fines de este capitulo se describiran las a-PFT, que poseen gran contenido de
a-hélices y cuyo miembro tipico es la colicina (Parker and Pattus 1993). EI dominio
formador de poros de esta proteina consiste de un par de a-hélices hidrofébicas rodeadas
por una cubierta externa de a-hélices anfipaticas. Cuando la toxina interactia con la
membrana, las hélices hidrofébicas espontdneamente penetran la membrana y las hélices
anfipaticas yacen paralelas a la misma con el lado hidrofébico en direcciéon al core
hidrofébico de la bicapa (Lakey and Slatin 2001). Se propuso recientemente que un grupo
de PFT secretadas por anémonas de mar, las actinoporinas, crean un poro
transmembrana por insercion de a-hélices anfipaticas (Malovrh, Viero et al. 2003). Sin
embargo en contraste a las a-PFT relacionadas con colicina, esta proteina comparte
caracteristicas mixtas entre las a-PFT y B-PFT. Son necesarias multiples copias de las a-
PFT semejantes a colicina para formar un poro. En el primer paso de formacién del poro,
la toxina reconoce a un receptor en la célula blanco, luego penetra la membrana como se
describié anteriormente. Se ha propuesto que en el paso de reconocimiento de la
membrana puede existir un intermediario parcialmente desplegado (molten globule), que
permite que la zona hidrofébica del polipéptido esté mas expuesta a la membrana. Durante

la insercién en la membrana se produce un cambio conformacional que permite que varias
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hélices se unan constituyendo un manojo de hélices que dan lugar a la formacién del poro
(zakharov and Cramer 2002).

2.3.2. Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos son un grupo de péptidos solubles en agua y en
membranas, que son utilizados como proteccién contra microorganismos ofensivos. Estos
péptidos pueden ser téxicos solo para los microorganismos, como cecropina, magainina,
dermaseptina y catelicidina, o para el microorganismo y la célula eucariota como melitina,
pardaxina y LL-37 semejante a cecopina. Estos péptidos, que varian en su tamafio entre 9
a 100 aminoacidos tienen caracteristicas comunes: todos estan compuestos de mas de
50% de aminoacidos hidrofébicos, tienen carga neta positiva y sufren un cambio
conformacional al interaccionar con la membrana en donde constituyen una estructura
anfipatica (Boman 1991; Blondelle, Lohner et al. 1999; Lehrer and Ganz 1999). Si bien los
péptidos antimicrobianos pueden interactuar con la membrana de una manera
dependiente o no del receptor, el paso por el cual producen la muerte de la célula blanco
siempre involucra la disrupcion y aumento de la permeabilidad de la membrana de la
misma. Se sugiere que estos péptidos interactian con la pared celular o la membrana
citoplasmética de las bacterias que esta cargada negativamente (a diferencia de la
membrana citoplasmatica exterior de las células eucariota que es neutra) por medio de su
carga neta positiva. Para poder interaccionar con la membrana blanco deben sufrir
cambios conformacionales, dado que cuando estan solubles deben exponer la menor
cantidad de residuos hidrofébicos al medio y viceversa cuando estan en la membrana.
Para sobrellevar esto, los péptidos en su forma soluble, o estdn como random coils o
formando oligémeros, en donde la parte hidrofébica queda en el interior. Se han propuesto
dos mecanismos para la accion de los péptidos antimicrobianos. El primero es el modelo
“barrel-stave” en donde los mondmeros se pliegan en la superficie de la membrana y
oligomerizan, luego de que el manojo de hélices esta formado, se inserta en la membrana
y produce el reclutamiento de otros monomeros de manera de formar un poro
transmembrana. El segundo modelo propuesto es el llamado “carpet model” en el que los
péptidos llegan a la superficie de la membrana como monémeros y luego de alcanzar una
determinada concentracion atraviesan la membrana formando un poro que puede ser
desordenado o no (Shai 1999; Devine and Hancock 2002).

2.4. Fusion de membranas

La fusibn de membranas es un paso esencial de eventos tan diversos como
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endocitosis, exocitosis, fertilizacion, entrada de virus a la célula huésped y trancositosis en
células epiteliales polarizadas (White 1992; Pecheur, Sainte-Marie et al. 1999). A pesar de
la diversidad funcional, todas las reacciones de fusién tienen procesos elementales en
comun que incluyen el contacto de las dos membranas, la unificacion de las bicapas
lipidicas y la apertura de un poro de fusién acuoso que luego desemboca en el mezclado
del contenido acuoso de los dos compartimientos.

Se pueden distinguir al menos tres tipos de fusién: (1) la fusién extracelular e
intracelular de patégenos con células hospedadoras (la més caracterizada es la fusion de
virus envueltos con células), (2) la fusién extracelular de las células eucariotas (como la del
espermatozoide con el oocito o la formacién del sincicio de las células musculares) y (3) la
fusion intracelular de organelas (que es mediada por complejos moleculares de familias
proteicas conservadas).

El modelo que esta actualmente vigente para explicar la fusién de las membranas
lipidicas es el “stalk model” (Figura 2.1). Acorde con este modelo, el primer paso es el
establecimiento de un contacto cercano entre las dos bicapas a fusionarse, para esto se
deben vencer las fuerzas de hidratacion repulsivas resultantes del agua asociada a las
cabezas polares de lo lipidos. Luego se produce una perturbacion de los lipidos, que
permite que una pequefia area de las monocapas proximales se curve produciendo una
estructura en forma de tallo o “stalk” entre las monocopas externas de membranas
opuestas. A continuacién de la formacion del “stalk”, se postula que se forma un
intermediario de hemifusion, que se define como el estado en que se produce el mezclado
de las membranas lipidicas sin producirse mezclado del contenido acuoso de los
compartimientos. Posteriormente se produce la dilatacion del diafragma de hemifusion y la
apertura de un poro de fusién acuoso. Este poro permite la difusion de pequefios solutos,
como iones, a través de él. Luego el poro se expande completando la fusion de las dos
membranas lipidicas. El poro de fusién puede formarse en microsegundos y expandirse
totalmente en 10-20 milisegundos (Jahn, Lang et al. 2003).

Debido al gran gasto energético que conlleva la formacién de los estados
intermediarios en la fusion de membranas, generalmente estos no ocurren
espontdneamente en membranas lipidicas libres de proteinas y son necesarias las

proteinas fusogénicas.
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Figura 2.1. Estados de transicion en la fusion de membranas segun el modelo “stalk” (Reinhard
Jahn et al., 2003).

2.4.1. Proteinas fusogénicas celulares

La fusibn de membranas intracelulares es coordinada y especifica y requiere la
accion de complejos proteicos. Cada evento de fusién requiere tres componentes basicos:
Rab-GTPasas que organizan el sitio de fusion; las proteinas SNARE (soluble NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive factor) attachment protein receptor) que actan durante la fusion;
y las proteinas NSF (ethylmaleimide- sensitive factor) junto con su cofactor a-SNAP, que
son requeridas para el reciclado o activacion de la maquinaria de fusion. Mientras que las
proteinas Rab-GTPasas median el contacto inicial de las membranas, las proteinas
SNARES son las que catalizan el proceso de fusién (Ungermann and Langosch 2005).

Las proteinas SNAREs comprenden una superfamilia proteica que tiene 24
miembros en Saccharomyces cerevisiae y 35 miembros en mamiferos (Bock, Matern et al.
2001; Uemura, Ueda et al. 2004). El peso molecular de estas proteinas es 10-35 KDa, con
algunas excepciones, y todas conservan una regién de 60-70 aminoacidos con
repeticiones heptaméricas coiled-coil, llamado el motivo SNARE. La mayoria de las
SNAREs tienen un dominio transmembrana, cerca del extremo C- terminal, que esta
conectado al dominio coiled-coil por una regién corta. Hay algunas SNARESs que no tienen
dominio transmembrana, algunas de las cuales tienen sitios de unién a lipidos para
anclarse a la membrana y otras son proteinas solubles. Los motivos SNARE monoméricos
son no estructurados en solucion, pero cuando interactian con la proteina SNARE
apropiada se pliegan formando un manojo de a-hélices coiled-coil muy estable. Este
manojo de a-hélices coiled-coil generalmente esta formado por 4 SNAREs diferentes y

dentro del core hidrofébico del mismo se localiza un aminoacido hidrofilico conservado por
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cada motivo SNARE. El aminoacido hidrofilico puede ser arginina (R) o glutamina (Q) y
teniendo en cuenta esto se ha clasificado a las proteinas SNAREs como R-SNARE o Q-
SNARE, respectivamente. A su vez las Q-SNARE se subdividen en Qa, Qb o Qc y cada
complejo SNARE est4 compuesto por 3 Q-SNARE (una de cada subtipo) y un R-SNARE.
A continuacion del dominio SNARE hay un dominio N-terminal que es muy variable.

El mecanismo propuesto por el cual las proteinas SNARE median la fusion de
membranas se basa en la interaccion de SNAREs de distintos compartimientos, que
permite el acercamiento de las membranas. Para ejemplificar se describir4 el modelo de la
exocitosis sinaptica, que es el mejor caracterizado. La exocitosis sinaptica involucra a las
Q-SNARE Syntaxinla y SNAP-25 (que posee dos dominios SNARE) que estan ancladas a
la membrana plasmatica, pero sin formar un complejo. Se postula que la proteina Munc18
se une a Syntaxinla y la mantiene en una conformacion cerrada inactiva (Syntaxinla solo
es capaz de unirse a SNAP-25 en conformacion abierta). Antes de unirse las tres
SNAREs, los motivos SNARE de cada una de ellas estan desestructurados. En el
momento adecuado las tres Q-SNAREs comienzan a interactuar por su N-terminal.
Subsecuentemente la R- SNARE Sinaptobrevina, que esta unida a la vesicula sinaptica
por un dominio transmembrana, se puede unir al intermediario Q-SNARE. Durante este
proceso de ensamblado, el complejo SNARE es colocado en forma paralela a las
membranas produciendo el acercamiento de las dos bicapas y posteriormente la fusion de
las mismas (Figura 2.2). Si hacen falta factores adicionales para este ultimo paso aun no
se conocen (Fasshauer 2003).

La fusion de membranas por proteinas SNARESs esté altamente regulada, ya sea en
forma negativa o positiva. Se ha visto que SNARE est4 regulada por la composicion de
lipidos de la membrana, por modificaciones postraduccionales como fosforilacion y por su
propio dominio N- terminal. Un ejemplo de este ultimo caso es el dominio N-terminal de
algunas Q-SNARE que forma un manojo de a-hélices antiparalelas sobre el motivo
SNARE manteniendo a la proteina en una conformacién cerrada que impide que se forme
el complejo con otras SNARES.

Por otro lado, existe la regulacion por otras proteinas, como las proteinas SM (de la
familia sec1l/muncl18) que regulan negativamente a las proteinas SNARE por interaccion
con ellas manteniéndolas en una conformacion cerrada y las proteinas “tethering” que
comprenden a Rab- GTPases y sus efectores que se unen a las membranas que se van a
fusionar antes de que SNARE ejerza su funcion.

Es interesante notar la regulacién producida por otras proteinas que tienen dominios
coiled- coil similares a los de SNARE pero que perdieron los dominios de anclaje a
membrana. Estas proteinas solubles mimetizan a proteinas SNAREs y se unen a ellas

desplazando la formacién del complejo SNARE enddgeno. Ejemplo de estas proteinas son
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tomosina y amisina que se unen a proteinas R-SNARE (Scales, Hesser et al. 2002;

Hatsuzawa, Lang et al. 2003).
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Figura 2.2. Mecanismo de yuxtaposicion de membranas mediado por proteinas SNAREs,

involucradas en la exocitosis sindptica, que es descrito en el texto (Fasshauer et al., 2003).

2.4.2. Proteinas Fusogénicas virales

Las proteinas fusogénicas de origen viral fueron las primeras en ser descubiertas y
es donde mejor se conoce el mecanismo de fusién de membranas. En los virus envueltos
el material genético esta recubierto de una bicapa lipidica derivada de la célula
hospedadora. Durante el proceso de infeccibn y tras la uniébn a un receptor del
hospedador, la membrana viral se fusiona con la membrana celular o endosomal
permitiendo la entrada de la nucleocapside al citoplasma (Lentz, Malinin et al. 2000;
Skehel and Wiley 2000). Este proceso de fusién es llevado a cabo por una Unica proteina
viral, llamada la proteina de fusion. Existen dos tipos de proteinas de fusion, tipo | y tipo II.
La primera esta constituida principalmente por estructuras a-hélices y la segunda por
estructuras lamina 8, aunque ambos tipos de proteinas de fusién actian por mecanismos
similares. Las proteinas fusogénicas més estudiadas son las glicoproteinas tipo | (Skehel
and Wiley 2000; Eckert and Kim 2001).

Las proteinas de fusién de una amplia variedad de virus, como la proteina F de
paramixovirus, gpl60 de HIV y SIV, Env de retrovirus, Gp de ébola y la hemaglutinina de

influenza, tienen caracteristicas estructurales comunes. Todas contienen multiples sitios de
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glicosilacion, son triméricas, tienen regiones transmembrana y sufren clivaje proteolitico y
cambios conformacionales para ser fusogénicamente activas. Subsiguiente al clivaje
proteolitico, se genera una regidon extremadamente hidrofébica, llamada el péptido de
fusion. Ademas, las proteinas de fusion poseen dos regiones de 3 0 4 repeticiones
heptaméricas, una cerca del péptido de fusién y la otra cerca de la regién transmembrana.
En la estructura cristalografica de hemaglutinina (HA) a pH acido se observé que las
repeticiones heptaméricas N-terminal forman un coiled-coil trimérico paralelo y las regiones
C- terminal se apoyan sobre el coiled-coil trimérico de manera antiparalela (Bullough,
Hughson et al. 1994; Chen, Skehel et al. 1999). En otras proteinas de fusién virales se
observaron estructuras similares. En el caso de la hemaglutinina (HA) de influenza, se
conoce la estructura de la proteina de fusion tanto en el estado fusogénicamente inactivo
(a pH neutro) como en el estado fusogénicamente activo (a pH &cido). Mediante el analisis
de dichas estructuras se construyd un modelo para explicar la fusion de membranas por
HA (Figura 2.3 A). Cuando HA se encuentra en el endosoma celular acidico se produce un
cambio conformacional que la convierte en fusogénicamente activa, en donde el péptido
de fusidn que estaba oculto se expone y penetra en la membrana de la célula huésped.
Ademas los residuos 106-112, que a pH neutro eran helicoidales, a pH acido pasan a
formar una zona flexible que permite que HA se doble sobre si misma de forma de permitir
que las a-hélices N-terminal se apoyen sobre las a-hélices coiled-coil C-terminal de forma
antiparalela. Esta reorientacion coloca al péptido de fusién y a la regién transmembrana en
el mismo extremo de la molécula y permite el acercamiento de las dos bicapas lipidicas
(Bullough, Hughson et al. 1994). No esta claro si la fusibn de las membranas ocurre
durante o después de este cambio conformacional (Skehel and Wiley 1998; Skehel and
Wiley 2000). La proteina de fusion de HIV actia a pH neutro, pero se propone que el
proceso de fusion es similar al de HA. Para la proteina de fusién de paramixovirus, se a
propuesto un mecanismo similar al de HA y la proteina de fusién de HIV, pero se sugiere
por la estructura cristalografica que el acercamiento de las dos bicapas por el dominio
flexible de la proteinas de fusién no es necesario. En lugar de esto actuaria una regién de
250 aminoacidos que esta entre el dominio N- y C-terminal de la proteina y directamente la
energia liberada por el cambio conformacional seria la que produce la fusion de las
membranas (Figura 2.3 B) (Dutch, Jardetzky et al. 2000).
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Figura 2.3. Modelos de fusién de membranas mediada por virus. (A) Modelo basado en la
estructura cristalografica de hemaglutinina de influenza y gp41 de HIV. (B) Modelo propuesto
para la fusion de membranas mediada por paramixovirus (Dutch R E et al., 2000).

2.4.3. Proteinas fusogénicas bacterianas

La primera proteina procariota que se ha visto que tiene actividad fusogénica de
membranas es SipB de Salmonella spp (Hayward, McGhie et al. 2000). SipB es una
proteina de superficie esencial para la invasion de las células de mamifero y forma parte
del sistema de secrecion tipo Il bacteriano. El sistema de secrecion tipo Il esta presente
en muchas bacterias Gran negativas patogénicas y actla como una jeringa que coloca
proteinas efectoras directamente en el citoplasma del huésped. SipB es una de las
proteinas efectoras de Salmonella spp que penetra en el citoplasma del hospedador,
produciendo rearreglos en el citoesqueleto de actina que dan comienzo a los fendmenos
de la patogénesis bacteriana. En una publicacién de Hayward RD et al. 2000, se realiz6 la
caracterizacion estructural y se analizé la capacidad de fusionar membranas de la proteina
SipB purificada. Se observé que SipB tiene un extremo N-terminal resistente a la
protedlisis capaz de formar coiled-coil triméricos similares a los de las proteinas
fusogénicas virales. SipB se integra tanto en la membrana celular de mamiferos como en
las vesiculas fosfolipidicas, sin perturbar la integridad de la membrana, e induce la fusion
liposomal que es 6ptima a pH neutro y dependiente de la composicion lipidica.

Posteriormente a este trabajo, se observo que la proteina IpaB de Shigella spp, homologa
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a SipB, posee las mismas caracteristicas estructurales y capacidad de fusionar liposomas
que SipB (Hume, McGhie et al. 2003). No esta clara la relacién entre la actividad
fusogénica de membranas y la patogenia conferida por el sistema de secrecion tipo Il de
Salmonella y Shigella. Se cree que la actividad fusogénica descripta pueda deberse mas a
propiedades fisiolégicas de la membrana y de la proteina purificada que puedan modular

la fusién, que a lo que ocurre biolégicamente durante la infeccion.

2.4.4. Péptidos fusogénicos sintéticos

Los polipéptidos se han utilizado ampliamente para elucidar los mecanismos de
fusion de membranas, dado que son faciles de obtener a alta concentracién y mayor
pureza que las proteinas fusogénicas naturales. Se ha reportado que polipéptidos
sintéticos, tanto disefiados de novo como disefiados a partir de la secuencia de péptidos
fusogénicos virales, son capaces de fusionar membranas lipidicas. Los polipéptidos
catiénicos, como polilisina y polihistidina, son capaces de producir la fusion de liposomas
cargados negativamente a pH acido (Wang and Huang 1984; Gad, Bental et al. 1985;
Walter, Steer et al. 1986). Estos policationes aminoacidicos podrian actuar mediante el
establecimiento de interacciones electroestaticas con las cabezas cargadas negativamente
de los fosfolipidos, lo cual produciria la desestabilizacién de la membrana y conllevaria a la
fusion de las mismas (Epand and Lim 1995).

También, se observé la fusion de liposomas por péptidos a-hélice anfipaticos, como
GALA y WAEL11 (Parente, Nir et al. 1988; Pecheur, Hoekstra et al. 1997). GALA, llamado
asi por estar formado por motivos repetitivos de Glu, Ala, Leu y Ale, es un péptido de 30
aminodcidos que cuando esta soluble a pH neutro se encuentra como random coil y
cuando esta a pH 4cido e interaccionando con membranas forma una a-hélice anfipatica.
Este péptido es capaz de fusionar vesiculas unilaminares pequefias con carga negativa a
pH é&cido (pH 5). Por otro lado, WAE11 es un péptido anfipético de 11 aminoacidos con
carga negativa, que promueve la fusion de membranas pero independientemente del pH.
Si bien este péptido puede producir el mezclado de las bicapas lipidicas y del contenido
interno, falla en producir el primer paso para la fusién, que es la agregacion (o
acercamiento) de las vesiculas. Para que se produzca la fusion, se le incorpora a las
vesiculas lipidos acoplados a lisina. Con estos liposomas con carga positiva se puede

producir la agregacion y posterior fusion ante el agregado del péptido WAE11.
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Materiales y métodos

2.1. Construccion de las mutantes de livA con residuos de triptéfano

Las mutantes de livA con residuos de triptéfano, livA-L12W e livA-S106W, fueron
construidas de manera de generar proteinas de fusion a histidina idénticas a livA, salvo
por el residuo de triptéfano, y fueron expresadas y purificadas de igual manera a lo
descrito para livA en el capitulo 1. Para generar livA-L12W se amplificé por PCR a partir de
la secuencia de iivA clonada en pGemT con el primer livA-ff y con el primer livA-L12W-rev
gue contiene la mutacion para Trp y un sitio de reconocimiento para HinDIll. El amplicon
fue clonado en pGemT y posteriormente digerido con Ncol y HinDIIl de manera de poder
insertarlo en un plasmido pET24D que contiene a iivA digerido con Ncol y HinDIIl (HinDlI
se encuentra naturalmente en iivA en la posicion 40 pb). Para generar livA- S106W, que
tiene un residuo de triptéfano en el C-terminal inmediatamente antes de la etiqueta de seis
histidinas, se amplific6 por PCR a partir de la secuencia de iivA clonada en pGemT con los
oligonucledtidos livA-ff e livA-S106W-rev, el amplicon fue digerido con las enzimas Ncol y

Xhol e insertado en pET24D previamente digerido con las mismas enzimas.

Tabla 2.1
Oligonucledtido Secuencia Enzima de
Restriccion
livA-ff AAACCATGGAAACAAGGAAGAATG Neol
livA-rev TCTCGAGATTATCTTTGGATTTTGACGAAAC  Xhol
livA-L12W-rev TCACAAGCTTGGCCCATTCATCAA HinDIII

LivA-S106W-rev TGCTCGAGCCAGGAATTATCTTTGGATTTTG  Xhol

2.2. Preparacion de las vesiculas

El fosfolipido L-a-di-palmitoil fosfatidil colina (DPPC) fue adquirido de Avanti Polar
Lipids (Birmingham, AL, USA) y L-a-di-palmitoil acido fosfatidico (DPPA) fue adquirido de
Sigma. Los lipidos DPPC y DPPA fueron co-solubilizados en las proporciones deseadas
en cloroformo, luego el solvente fue evaporado en un evaporador rotatorio bajo vacio, el
solvente remanente fue eliminado con nitrégeno y las peliculas formadas fueron
resuspendidos en el buffer correspondiente (50 mM Tris/HCI pH 8 0 50 mM acetato de
sodio pH 4). Para obtener vesiculas unilamilares pequefas (SUV) la solucién previamente

obtenida fue sonicada en un sonicador de punta tres veces durante 30 segundos a 3 de
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potencia. Para obtener vesiculas unilaminales grandes (LUV) la solucion fue pasada 15
veces a través de un filtro de policarbonato (Nucleopore) de tamafo de poro de 0.1 ym.

2.3. Fluorescencia intrinseca del tript6fano

La fluorescencia del triptofano fue medida en un espectrofluorimetro Molecular
Devices SpectroMAX GeminiEM usando placas de 96 pocillos opacas. La longitud de onda

de excitacién fue 295 nm y el espectro de emision fue recuperado entre 300 y 400 nm.

2.4. Cromatografia de filtracion molecular

Se utilizé una columna Superdex200 previamente equilibrada con el buffer de corrida
(50 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM NaCl) y un detector de UV a 280 nm. La concentracion de
proteina utilizada fue 45 uM y la de las SUV fue 250 uM en un volumen final de 500 pl.

Antes de la cromatografia se incubd la proteina al menos 15 minutos con las vesiculas.

2.5. Protedlisis limitada en presencia de vesiculas

Las condiciones de protedlisis con tripsina fueron las mismas que las descriptas en el
capitulo 1. Se preincub6 al menos 15 minutos antes de la protedlisis a la proteina con las

vesiculas. La proporcion lipido/proteina utilizada fue 50:1.

2.6. Produccion de livA sin fusion a histidina

Para producir livA sin fusion a la etiqueta de histidinas, se amplifico iivA por PCR a
partir de un molde que contiene a iivA clonada en pGemT con los oligonucleétidos livA-ff y
livA-Trom-rev (CTCGAGGGATCCACGCGGAACCAGGGAATTATCTTTGGATTTTGACG)
gue contiene la secuencia que codifica para la region de reconocimiento a trombina. El
producto amplificado fue insertado en pET24D en los sitios Ncol y Xhol. La proteina fue
expresada y purificada de igual manera que lo descrito en el capitulo 1 para livA. Para
eliminar la etiqueta de histidinas la proteina fue incubada con 10 unidades de trombina de
plasma bovino (Sigma) por cada mg de proteina a 16°C durante toda la noche.
Transcurrido el tiempo de incubacion se detuvo la reaccion por adicién de 1 mM final de
PMSF. Luego de corroborar el corte de las histidinas, realizando un ensayo de Western
blot, en el cual se utiliz6 un anticuerpo monoclonal anti-histidina, la proteina fue separada
a través de una resina de NTA-Ni. La disociacién de la proteina no clivada (la cual
conserva las histidinas por lo que queda retenida en la columna) de la correctamente

clivada, fue realizada utilizando buffer PBS.
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2.7. Ensayos de turbidez

La turbidez de la solucién de liposomas después del agregado de proteina fue
monitoreada por medio de la absorbancia de la solucién a 400 nm en un espectrofotémetro
Multiskan Spectrum double beam Termo Electro Corporation. Se utilizaron cubetas de
cuarzo de 1 cm de paso de luz. La concentracion de SUV utilizada fue 250 uyM vy la

proporcion lipido/proteina se mantuvo en 50/1.

2.8. Medidas del didmetro de liposomas por Light scattering dinamico

Las medidas del didmetro de las vesiculas por Light scattering dindmico (DLS) fueron
tomadas en un aparato Malvern ZetaSizer Nano-S. Se utilizaron vesiculas unilamelares
pequefias realizadas en buffer 50 mM Tris/HCI pH 8 0 50 mM acetato de sodio pH 4. La
concentracion de SUV utilizada fue 250 uyM y la de proteina fue 1 uM. Antes de realizar las
medidas sin o con agregado de proteina, las vesiculas fueron filtradas utilizando un filtro

de 0.2 nm de tamafio de poro.

2.9. Ensayos de fusion de liposomas

2.9.1. Ensayo de mezclado de la bicapa lipidica

Este ensayo de fusion de liposomas se basa en el analisis del mezclado de la
membrana lipidica de vesiculas marcadas con N-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)
fosfatidiletenolamina  (NBD- PE) y N-(lissamine rhodamine B  sulphonyl)
fosfatidiletenolamina (Rho-PE) con vesiculas no marcadas en una proporcion 1:4. La
utilidad del método radica en que las moléculas de NBD (donor) pueden transferir la
energia de resonancia a las moléculas de Rho (aceptor de energia) (Pecheur, Hoekstra et
al. 1997). Al construir las membranas marcadas en una proporcion molar de 0.6:0.6:100 de
NBD-PE, Rho-PE vy lipido no marcado, se produce una transferencia de energia eficiente,
por lo gue no se observa la fluorescencia del donor en esta condicion. Después de que se
produce el mezclado de las membranas lipidicas de las vesiculas marcadas y las no
marcadas, los fluoréforos donores y aceptores de energia se separan en el espacio y se
produce una disminucion de la eficiencia de transferencia de la energia de resonancia
(Figura 2.4). El mezclado de lipidos es seguido en el tiempo por el incremento de la
fluorescencia del donor (NBD-PE) utilizando una longitud de onda de excitacién y de

emision de 465 y 530 nm, respectivamente. El 100% de mezclado de lipidos es obtenido
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por la medida de fluorescencia después del agregado de 0.2% (v/v) de Triton X100.
El porcentaje de mezclado de lipidos en cada condicién es obtenido utilizando la

siguiente ecuacion:

% de mezclado de lipidos = [(Ft-FO)/(Fmax-F0)]*100

Donde FO es el valor inicial de fluorescencia de las vesiculas marcadas mas las no
marcadas sin el agregado de proteina, Ft es el valor de fluorescencia después de t
minutos de incubacién con la proteina ensayada y Fmax es el valor de fluorescencia
medido después del agregado de 0.2% de Triton X-100 que permite dispersar al maximo

las sondas.
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Figura 2.4. Representacion esquematica del ensayo de fusién de liposomas por mezclado de
las membranas lipidicas.

2.9.2. Ensayo de mezclado del contenido acuoso de liposomas

Este ensayo se basa en la produccion de dos poblaciones de liposomas que tienen
encapsulado en su interior acuoso cloruro de terbium (TbCI3) o dipicolinato de sodio
(DPA). Estas dos poblaciones de liposomas no producen fluorescencia significativa por
separado pero cuando se mezclan en proporciones iguales y se produce fusion se forma
un complejo fluorescente entre el ThCI3 y el DPA (Figura 2.5) (Duzgunes and Wilschut

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



1993). Los liposomas fueron preparados conteniendo 5 mM de cloruro de terbium, 50 mM
citrato de sodio, 10 mM Tris/HCI pH 7.4, 0 50 mM DPA, 10 mM Tris/HCI pH 7.4. En ambos
casos el material no encapsulado fue removido por filtracién en gel de los liposomas
utilizando una columna Sephadex G-25 (Pharmacia) equilibrada con una solucion isomolar
(50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI pH 7.4). EI EDTA se adiciona al medio exterior
de los liposomas con el objetivo de inhibir la fluorescencia del complejo Th/DPA que pueda
formarse por lisis de los liposomas en lugar de formarse por fusion. En el caso de querer
preparar los liposomas a pH é&cido el buffer Tris/HCI pH 7.4 fue reemplazado por 10 mM de
acetato de sodio pH 4. La emisién de fluorescencia fue recuperada a 545 nm y la longitud
de onda de excitacion fue 276 nm.

El porcentaje de mezclado del contenido acuoso de los liposomas en cada condicién

es obtenido utilizando la siguiente ecuacion:

% de mezclado de contenido acuoso = [(Ft-FO)/(Fmax-F0)]*100

Donde Ft es la fluorescencia a un tiempo t después de la adicion de proteina, FO es
la fluorescencia intrinseca de los liposomas sin agregado de proteina y Fmax es la

fluorescencia después del agregado de 0.2% del detergente colato de sodio a las

vesiculas sin el agregado de EDTA.

Fusion

Tb/DPA

Verde

Figura 2.5. Representacion esquematica del ensayo de fusién de liposomas por mezclado del
contenido acuoso.
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Resultados

2.1. Estudio de lainteraccién de livA con membranas

Teniendo en cuenta las caracteristicas estructurales de livA mencionadas en el
capitulo anterior, la induccion de estructura en presencia de fosfato y micelas de SDS y
gque se ha reportado que varias proteinas con motivos coiled-coil y con a-hélices
anfipaticas se asocian con membranas lipidicas, se decidi6 determinar si livA puede
interaccionar con membranas fosfolipidicas. Para llevar a cabo este objetivo, se realizaron
medidas de la emision de fluorescencia del triptéfano (Trp) de livA, lo que permite
discriminar la polaridad del entorno en que se encuentran dichos residuos. Cuando los
residuos de Trp se encuentran en un medio mas hidrofébico, como el proporcionado por
las bicapas lipidicas o el core hidrofébico de las proteinas, el maximo de emisiéon de
fluorescencia cambia hacia menores longitudes de onda (cambio hacia el azul del espectro
UV). Dado que livA no posee residuos arométicos, se construyeron dos mutantes
puntuales de livA con residuos de Trp colocados en dos regiones diferentes y claves de la
proteina. A una mutante, llamada livA-L12W, se le introdujo un residuo de Trp en el lugar
de la leucina ubicada en la posicion 12 de la cara hidrofébica de la a-hélice anfipatica
predicha en el N-terminal, y a la otra mutante, llamada livA-S106W, se le introdujo un
residuo de Trp en el lugar de un residuo de serina ubicado en el extremo C-terminal de
livA posterior a la region predicha como coiled-coil. La interaccion con lipidos se ensayo
por medio de la medida de los cambios del espectro de triptéfano de las proteinas
mencionadas en presencia de bicapas lipidicas provistas por vesiculas unilamilares
pequefias compuestas o enteramente del fosfolipido zwiterionico L-a-di-palmitoil fosfatidil
colina (DPPC), referidas como SUV-PC, o de vesiculas cargadas negativamente
compuestas de 75% de DPPC y 25% del fosfolipido con carga negativa L-a-di palmitoil
acido fosfatidico, referidas como SUV-PA:PC. Al medir el espectro de emisién del Trp de
livA-L12W e livA-S106W en presencia de Tris/HCI pH 8 se observd que la longitud de
onda maxima de emision es 355 nm, para ambas proteinas, lo cual es tipico de residuos
de Trp completamente expuestos al solvente. Ante el agregado de SUV, ya sean cargadas
negativamente o neutras, el espectro de emision de livA-S106W permanece invariable Por
otro lado, el espectro de emision de livA-L12W muestra un cambio significativo de la
longitud de onda de emisién maxima ([Jmax) hacia menores longitudes de onda ante el
agregado de SUV, lo que indica que el residuo de Trp se reubica en un entorno mas
hidrofébico (Figura 2.6 A). Este resultado sugiere que la region N-terminal de livA, la cual

se predice que forma una a-hélice anfipatica y donde esta localizado el Trpl2, estaria
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interactuando con la membrana lipidica de los liposomas. Utilizando la misma proporcion
lipido/proteina (50/1, equivalente a 250 yuM de fosfolipidos), las vesiculas cargadas
negativamente (SUV-PA:PC) producen un cambio mas significativo del méximo de emision
del espectro (Amax 340 nm) que el de las vesiculas neutras (Amax 346 nm). Sin embargo,
al aumentar la concentracién de SUV-PC utilizada, el Amax de emisién diminuye hasta
llegar a longitudes de onda similares a las que se alcanzan utilizando SUV-PA:PC (Figura
2.6 B). Este resultado indica que la interaccién proteina- vesicula es méas eficiente con
vesiculas cargadas negativamente que con vesiculas neutras, dado que es necesaria una
mayor concentracién de SUV-PC para producir el mismo efecto que SUV-PA:PC.

Con el objetivo de confirmar la interaccién de livA con vesiculas fosfolipidicas se
realizaron experimentos de interaccion lipido-proteina por otros dos métodos: por
cromatografia de exclusion molecular y por ensayos de la proteccion conferida por
vesiculas ante la degradacion proteolitica de livA.

En los ensayos de cromatografia liquida por filtracion molecular se utilizé la variante
de livA que posee Trp en el extremo C-terminal, livA-S106W, de manera de poder
monitorear la corrida por la fluorescencia del triptéfano a 280 nm. Se observd que la
proteina eluye a un tiempo de retencion de aproximadamente 28 minutos. Sin embargo,
cuando la proteina fue previamente incubada con SUV- PA:PC, se observaron dos picos
en el cromatograma: uno a 28 minutos de retencion correspondiente a la proteina sola y
otro a menor tiempo de retencién (23 minutos) probablemente correspondiente a la
proteina asociada a las vesiculas (Figura 2.7). Como control de este experimento se
realiz6 la cromatografia de las vesiculas sin proteina de manera de confirmar que las
mismas no absorben en el ultravioleta en el tiempo de retencion correspondiente a la
asociacion vesicula-proteina propuesto.

Por otro lado, se realizaron experimentos de protedlisis limitadas de livA incubada
previamente con SUV-PA:PC y se compar6 el patron de protedlisis con el previamente
obtenido para la proteina sin el agregado de vesiculas. Como se puede observar en los
geles de Tricina-SDS-PAGE presentados en la figura 2.8, la presencia de vesiculas
protege considerablemente a livA de la degradacion proteolitica. Mediante ensayos de
western blot de los fragmentos proteoliticos utilizando un anticuerpo anti-histidina que
permite monitorear la integridad del extremo C-terminal de la proteina, se observo que la

zona de livA mayormente protegida de la degradacién proteolitica es la C- terminal.
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Figura 2.6. Fluorescencia intrinseca del triptéfano. (A) Espectros de emision del triptéfano entre
300 y 400 nm de livA-L12W e livA-S106W en 50 mM de buffer Tris/HCI, pH 8.0 o en presencia
de vesiculas unilaminares pequefias (SUV) compuestas de 100% de DPPC o de 75% de DPPC
y 25% de DPPA preparadas en 50 mM de Tris/HCI pH 8.0. La concentracién de lipidos
utilizada fue 250 uM, lo que equivale a una proporcion lipido/proteina de 50:1. (B) Longitud de
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onda de emision méxima del triptéfano de livA-L12W en funcion de la concentraciéon de
vesiculas neutras o cargadas negativamente. En todos los casos la concentracion de las
proteinas fue 5 uM y la longitud de onda de excitacién fue 295 nm.

70 1
— A-S106W
&0 -
— -5 106W + SUV-PAPC n

50 4 —SUV-PACPC

40

Absorbancia 280 nm

]l 10 20 30 40 50
=10

Tiempo de retencion (minutos)

Figura 2.7. Cromatografia de filtracion molecular, utilizando una columna Superdex 200, de
livA-S106W en buffer Tris/HCI pH 8.0, livA-S106W preincubada con SUV-PA:PC en el mismo
buffer y SUV-PA:PC. El buffer de elusion fue 50 mM Tris/HCI pH 8.0 y 150 mM NaCl. La
concentracion de proteina utilizada fue 45 uM y la de SUV fue 250 uM en un volumen final de
500 pl.

livA livA + SUV-PA:PC
Min. 0 5 15 30 45 60 90 0 5 15 30 45 [i'1] 9
| — -—
__. S

Figura 2.8. Tricina-SDS-PAGE tefiido con Comassie Brillant Blue R250, que muestra el patron
de protedlisis limitada con tripsina de livA en buffer Tris/HCI pH 8.0 (izquierda) o en presencia
de SUV- PA:PC preparadas en el mismo buffer (derecha). La proporcion lipido/proteina
utilizada fue 50:1. Se indica el tiempo de protedlisis de livA en minutos.

2.2. Induccién de estructura secundaria de livA ante la presencia de membranas

lipidicas
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Con el objetivo de analizar posibles cambios conformacionales inducidos en livA y
sus dominios ante la presencia de membranas lipidicas se utilizo la técnica de dicroismo
circular. Se obtuvo el espectro de CD de las proteinas en ausencia y presencia de SUV
compuestas de diferentes proporciones de L-a-di-palmitoil acido fosfatidico y de L-a-di-
palmitoil fosfatidil colina. En todas las condiciones se observé un aumento significativo de
la sefial dicroica a 222 nm, produciéndose el méaximo efecto (72% de aumento de la sefal
a 222 nm con respecto a la proteina en Tris/HCI pH 8.0) con SUV compuestas de 75 % de
DPPC y 25% de DPPA (Figura 2.9 A).

La induccién de estructura estuvo circunscripta a la mitad N-terminal de la proteina,
dado que en livA-N las SUV incrementan significativamente la sefial dicroica a 222 nm
(381% con SUV PA:PC 25:75) y producen un cambio cualitativo de la forma del espectro,
mientras que en livA-C no se producen cambios (Figura 2.9 C). El radio lipido/proteina que
produce el méximo incremento de la sefial de CD a 222 nm fue 60 para livA y 260 para
livA-N (Figura 2.9 B). Esta diferencia probablemente es debida a un efecto de la avidez,
que incrementa la unidon a las SUV en el N-terminal trimérico de livA con respecto al
estado monomérico de livA-N aislado. En resumen, los resultados sugieren que en
presencia de SUV transcurre un cambio conformacional en el dominio N-terminal de livA,

el cual pasa de random coil a a-hélice.
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Figura 2.9. Induccién de estructura secundaria en presencia de vesiculas lipidicas. (A) Sefial a
222 nm de livA en funcidén de la composicion de las vesiculas. La composicién de las vesiculas
fue 100% de DPPC, 75% de DPPC y 25% de DPPA, 50% de DPPC y 50% de DPPA o 75% de
DPPA y 25% de DPPC. La relacion lipido/proteina utilizada fue 50:1. (B) Sefial de CD a 222 nm
de livA, livA-N e livA-C en funcién de la relacion lipido/proteina utilizando SUV compuestas de
75% de DPPC y 25% de DPPA. La concentraciéon de proteina fue mantenida constante,
mientras que la concentracién de SUV fue incrementada gradualmente. (C) Espectro de
dicroismo circular en el UV-lejano de livA, livA-N e livA-C en buffer Tris/HCI pH 8.0 o en
presencia de SUV compuestas de 100% de DPPC o 75% de DPPC y 25% de DPPA realizadas
en el mismo buffer. La relacion lipido/proteina para livA e livA-C fue 50:1, mientras que la de
livA-N fue 160:1.

2.3 Estudio de la capacidad fusogénica de livA

Teniendo en cuenta la ocurrencia de dominios coiled-coil triméricos, similares a los
hallados en livA, en proteinas fusogénicas, se decidié estudiar si livA y sus dominios
aislados son capaces de fusionar membranas lipidicas. Para llevar a cabo este objetivo se
utilizaron ensayos in vitro, con liposomas como membranas modelos, ampliamente
reportados para el estudio de la fusibn de membranas por proteinas fusogénicas virales y
celulares.

En primer lugar, se evalué el aumento en la turbidez y diametro promedio de las
vesiculas después de la adicion de proteina. La turbidez fue monitoreada por la
absorbancia a 400 nm y el didmetro promedio por la técnica de dispersion de luz dindmica
(dynamic light scattering (DLS)). Estos ensayos fueron llevados a cabo con vesiculas
unilamilares pequefias compuestas de PA:PC 25:75 a pH &cido o cercano al neutro, segin
se indique. Las proteinas fueron adicionadas a una proporcion lipido/proteina de 100/1 y
este momento fue considerado como el tiempo cero de reaccion. A pH 8.0 livA produce
incremento tanto de la turbidez como del tamafio promedio de las vesiculas. livA-C e livA-
N no incrementan la turbidez a pH 8.0 mientras que si producen un ligero aumento del
diametro promedio de las vesiculas. A pH &cido aumenta tanto de la turbidez como el
diametro promedio de las vesiculas ante el agregado de livA y de sus dominios aislados,
livA-N e livA-C, aunque en los dos Ultimos casos el incremento es menos significativo
(Figura 2.10 y Tabla 2.2).

Debido a que el aumento de la turbidez y del diametro promedio de las vesiculas
puede ser causado tanto por agregacion como por fusién de las vesiculas, se evalué el
poder fusogénico de livA y sus dominios, por dos ensayos fluorométricos diferentes que
permiten discriminar los eventos de agregacion de los de fusion. Uno de los ensayos
utilizados permite medir el mezclado de las bicapas lipidicas y el otro el mezclado del
contenido acuoso de los liposomas. El mezclado de las bicapas lipidicas de los liposomas
fue medido por FRET (transferencia de la energia de resonancia de fluorescencia)
utilizando liposomas marcados con NBD-PE y Rho-PE. El mezclado del contenido acuoso

fue monitoreado por la fluorescencia del complejo Tb/DPA producido después de la fusion
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de liposomas conteniendo ThCI3 o DPA encapsulado en su fase acuosa interior. livA
produce mezclado de la bicapa lipidica y del contenido acuoso de los liposomas tanto a pH
8.0 como a pH 4.0. También livA-N produce mezclado de la bicapa lipidica y del contenido
acuoso de los liposomas a ambos pHs, aunque en menor proporcion que la proteina
entera. Por otro lado livA-C no produce fusion significativa de los lisosomas por ninguno de
los dos ensayos utilizados (Figura 2.11 Ay B).

En ocasiones algunos polipéptidos producen fusién de SUV y no de liposomas
unilamilares grandes (LUV), debido a que los primeros poseen una mayor curvatura y su
membrana es mas fécilmente perturbada. Teniendo en cuenta esto, el ensayo de
mezclado de lipidos en presencia de livA fue realizado con ambos tipos de liposomas,
observandose el mismo resultado.

Se ha reportado en la bibliografia que polipéptidos basicos tales como poli-histidina o
poli-lisina pueden producir la fusién de liposomas (Wang and Huang 1984; Gad, Bental et
al. 1985), lo que ha hecho replantear si la etiqueta de seis histidinas en el C-termial de
livA, que se ha introducido con el fin de poder purificar la misma, puede llevar a
interpretaciones erroneas de los resultados. Por este motivo se construyo una variante de
livA con un sitio de reconocimiento para trombina, inmediatamente antes de la etiqueta de
histidinas, de manera de poder obtener livA sin fusién a histidina. Al realizar los
experimentos de turbidez, de medida del diametro y de mezclado de la bicapa lipidica y del
contenido acuoso de los liposomas, en las mismas condiciones utilizadas anteriormente,
con esta variante de livA se obtuvieron resultados idénticos a los descriptos anteriormente,
lo que descarta que los efectos observados sean un artefacto producido por las histidinas
C-terminales.

Es importante notar que el ligero incremento del tamafio de las vesiculas producido
por livA-C descrito anteriormente podria deberse a la agregacién de las vesiculas
producida por la interaccién de las mismas con la region C-terminal rica en residuos
cargados positivamente contigua al dominio coiled-coil de livA. El mezclado de las bicapas
lipidicas y del contenido acuoso de los liposomas ante el agregado de livA transcurre en la
misma escala de tiempo, lo que sugiere que el proceso involucra una rapida progresién de
hemifusion (cuando se mezclan los lipidos) a fusion completa (cuando se mezcla el
contenido acuoso). Cuando se agregan los dominios de livA aislados no se induce fusion
de las vesiculas o el proceso es mucho menos eficiente, lo que indica que para que exista

una actividad fusogénica completa es necesaria la proteina en su totalidad.
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Figura 2.10. Medidas de la turbidez de liposomas compuestos de 75% de DPPC y 25% de
DPPA ante el agregado de livA, livA-N o livA-C en funcién del tiempo. A la derecha del grafico
se indica el nombre de la proteina que fue agregada a los liposomas y el pH en el que estan los
mismos. pH 8.0 corresponde a 50 mM de Tris/HCI pH 8.0 y pH 4.0 a 50 mM de acetato de
sodio pH 4.0. La proporcion lipido/proteina utilizada fue 100/1. El experimento fue realizado por
duplicado y repetido al menos tres veces obteniéndose resultados similares.

Tabla 2.2. Diametro de las vesiculas (en nandmetros) a pH 4.0 o a pH 8.0, antes y 15
minutos después del agregado de proteina, medido por DLS. La proporcién

lipido/proteina utilizada fue 100/1 y el experimento se realiz6 por triplicado.

Diametro (nm)

pH 8.0 pH 4.0
DPPC:DPPA 83 38
DPPC:DPPA/TivA 1826 716
DPPC:DPPA/IivA-N 97 268
DPPC:DPPA/IivA-C 92 243
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Figura 2.11. Fusion de liposomas a pH 4.0 o pH 8.0 ante el agregado de livA, livA-N o livA-C
en funcién del tiempo, medidos por (A) mezclado de la bicapa lipidica o (B) mezclado del
contenido acuoso de los liposomas. A la derecha de los graficos se indica el nombre de la
proteina que fue agregada a los liposomas y el pH en el que estan los mismos. pH 8
corresponde a 50 mM de Tris/HCI pH 8 y pH 4 a 50 mM de acetato de sodio pH 4. La
proporcion lipido/proteina utilizada fue 100/1. El experimento fue realizado por duplicado y
repetido al menos tres veces obteniéndose resultados similares.
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Discusioén

En este capitulo se describio la interaccion de livA con membranas lipidicas. Esta
interaccion es llevada a cabo por medio del dominio N-terminal de livA, el cual sufre una
transicion conformacional de random coil a a-hélice al interaccionar con membranas o
inmediatamente antes de hacerlo, en la cercania de las mismas. Dicha interaccion es més
eficiente en membranas con carga neta negativa. Este hallazgo concuerda con el cambio
conformacional descripto anteriormente para livA ante la presencia de alta fuerza idnica,
pH &cido y micelas de SDS, dado que estas son condiciones que mimetizan la cercania de
las membranas fosfolipidicas. El entorno préximo a las membranas lipidicas con carga
negativa presenta un aumento local de la fuerzo i6nica y disminucion del pH debido al
aumento de la concentracion de iones y de protones que son atraidos por los grupos de
las cabezas polares de los fosfolipidos (McLaughlin 1989). Presumiblemente, la a-hélice
formada al interaccionar con la membrana lipidica sea anfipatica, como es predicho por el
modelo helical wheel presentado en el capitulo |.

Se ha reportado previamente en la bibliografia la interaccion de a-hélices anfipéticas
con membranas. Este tipo de estructuras forman interacciones periféricas en la bicapa
lipidica en donde la a-hélice anfipatica se ordena en forma paralela a la membrana de
manera que la cara hidrofébica de la misma se ubica en el core hidrofébico de la
membrana y es estabilizada por interacciones hidrofobicas. La regién hidrofilica de la
hélice, que generalmente posee un alto contenido de residuos cargados positivamente, es
estabilizada por interacciones electroestéticas con los fosfatos de las cabezas polares de
los fosfolipidos en la cara externa de la membrana (Bechinger 2000).

Existen numerosos ejemplos de proteinas o polipéptidos naturales que interaccionan
con la membrana lipidica por medio de a-hélices anfipaticas, como las toxinas bacterianas
formadoras de poros y los péptidos antimicrobianos. Las toxinas bacterianas formadoras
de poros de clase a (por ejemplo colicina) estan constituidas por hélices hidrofébicas y
anfipaticas, de manera que cuando se encuentran con la membrana blanco, las hélices
hidrofbicas se insertan en la bicapa lipidica y las anfipaticas yacen sobre la superficie de
la membrana. Luego de que se juntan varios monémeros de la toxina en la membrana
blanco, estos multimerizan y forman un poro (White, Musse et al. 2006). Otro ejemplo
interesante de hélices anfipaticas que interaccionan con membranas lipidicas son los
péptidos antimicrobianos (Blondelle, Lohner et al. 1999). Estos péptidos estan constituidos
de a-hélices anfipaticas con carga neta positiva y son tanto solubles en medios acuosos
como en membranas lipidicas. Cuando los péptidos estan solubles en el medio acuoso se
encuentran como estructuras desordenadas o random coil (ejemplo es el péptido melitina)

exponiendo la menor cantidad de residuos hidrofébicos a la superficie. Cuando
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interaccionan con la membrana lipidica blanco (que generalmente posee carga negativa)
se pliegan en forma de o-hélice anfipatica sobre la superficie (Raghuraman and
Chattopadhyay 2006). Se postula que el mecanismo por el cual estos péptidos ejercen su
funcién, es decir, la desestabilizacién y permeabilizacién de la membrana para producir la
muerte del microorganismo blanco, es a través de la union de varias a-hélices sobre la
superficie. Dichas a-hélices se asocian de modo de poder penetrar en la membrana
formando un poro, que deja la parte hidrofilica de las hélices hacia el interior y la
hidrofébica interactia con las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos que estan en el
interior de la bicapa.

Los datos experimentales indican que livA es capaz de fusionar liposomas con carga
negativa tanto a pH neutro como &cido, siendo mas eficiente la fusion a pH &cido. Si bien
los dominios separados de livA pueden producir un minimo efecto en la fusion de
liposomas, sobre todo el dominio N-terminal, es necesaria la proteina completa para que la
fusién de membranas sea eficiente.

Se ha descripto en la bibliografia que algunos péptidos anfipaticos, como GALA vy
WEA11, pueden fusionar liposomas debido a que producen el acercamiento de las
membranas y ayudan a vencer las fuerzas de repulsion que existen debido a las cargas de
la cabezas polares de los fosfolipidos en las membranas, lo cual es uno de los pasos que
involucra mayor gasto energético durante el proceso de fusion (Epand and Lim 1995).

Por otro lado, es interesante notar las similitudes de livA con las proteinas
fusogénicas virales. Segun lo observado por cristalografia, las proteinas fusogénicas
virales de tipo |, como hemaglutinina de influenza, gp41 de HIV y SIV, GP2 de Ebola, etc.
(Wilson, Skehel et al. 1981; Chan, Fass et al. 1997; Malashkevich, Chan et al. 1998;
Malashkevich, Schneider et al. 1999), presentan estructuras coiled-coil triméricas
paralelas, similar a lo sugerido para livA. Ademas las proteinas fusogénicas virales, al igual
que livA, sufren cambios conformacionales cuando se encuentran en el medio adecuado
gue las convierten en fusogénicamente activas. A pesar de estas similitudes, es importante
destacar que las proteinas fusogénicas virales poseen dos dominios de interaccion a
membranas, un dominio transmembrana por el cual se anclan a la envoltura viral, y el
péptido fusogénico por el que interactlan con la membrana eucariota, mientras que en livA
hay un solo dominio de interaccién a membrana propuesto, que es la a-hélice anfipéatica N-
terminal. La region C- terminal continta al dominio coiled-coil trimérico de livA, que tiene
un alto porcentaje de residuos cargados positivamente, podria estar involucrada en la
interaccion con la membrana. Los resultados experimentales que avalan esta hipétesis son
la proteccién conferida ante la protedlisis por proteasas en presencia de liposomas y el
hecho de que el dominio C-terminal aislado de livA, aunque no fusiona liposomas si

provoca la agregacion de los mismos. Basados en los resultados experimentales, se
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propuso un modelo para la interaccion de livA con liposomas y los cambios
conformacionales que provocaria la posterior fusién de los mismos, el que se presenta en
la figura 2.12.

La similitud estructural con proteinas fusogénicas virales fue previamente descripta
para las proteinas bacterianas efectoras del sistema de secrecion tipo Ill: SipB e IpaB de
Salmonella spp. y Shigella spp. (Hayward, McGhie et al. 2000; Hume, McGhie et al. 2003).
Estas proteinas homologas entre si, son inyectadas directamente al interior del citoplasma
eucariota por el sistema de secrecion tipo lll, en donde producen cambios en las cascadas
de sefalizacion y reordenamientos del citoesqueleto de actina que favorecen al patdgeno.
Se ha observado que SipB e IpaB poseen la capacidad de fusionar liposomas, sin
embargo, es controversial el rol de esta actividad fusogénica de membranas en la
patogénesis de Salmonella spp. y Shigella spp. Si bien SipB e IpaB deben traspasar la
membrana bacteriana y la eucariota para llegar a su lugar de accion, se cree que este
proceso no involucra la fusién de membranas.

Como se ha mencionado anteriormente, livA no posee homologia significativa con
ninguna proteina de funcién conocida, lo cual dificulta el andlisis de la funcién de la misma.
Debido a esto, se han tomado en cuenta homologias sutiles con proteinas de funcién
conocida. De este modo, mediante comparacion de secuencias con el banco de datos
pFAM (http://sanger.ac.uk/Software/pfam/), se encontré que el dominio N-terminal de livA
posee una leve homologia con proteinas Q-SNARE. Es interesante notar que estas
proteinas estan involucradas en la modulacion del transporte intravesicular en las células
eucariotas permitiendo la fusibn de membranas lipidicas de distintos compartimientos
(Fasshauer 2003). Las proteinas SNAREs forman estructuras coiled-coil tetraméricas,
mediante la interaccion de 3 motivos coiled-coil Q-SNARE en la membrana de un
compartimiento y 1 motivo coiled-coil R-SNARE en la membrana del otro compartimiento a
ser fusionado. Un mecanismo de regulacion de la fusiébn de membranas por proteinas
SNARESs es mediante la competicion de las interacciones entre Q y R-SNARES, en donde
proteinas solubles con motivos coiled-coil similares a los de SNARE se unen a ellas de
manera promiscua evitando la formacién del complejo tetramérico indispensable para la
actividad fusogénica (Scales, Hesser et al. 2002; Hatsuzawa, Lang et al. 2003). Se podria
especular que livA es capaz de perturbar el transito vesicular dentro de las células
eucariotas infectadas con Brucella spp. por interaccidon promiscua a proteinas R-SNARE,
lo cual impediria la fusién de membranas que deberia ocurrir normalmente en células no
infectadas.

Se demostroé que livA esta involucrada en la virulencia de Brucella spp. y que el
principal mecanismos que dicha bacteria utiliza para ejercer su patogenia es la subversion

del trafico intracelular de la célula hospedadora, evitando la fusion de los compartimientos
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gue contienen Brucella con el lisosoma. Se podria hipotetizar que la actividad fusogénica
de livA esta relacionada con el proceso de evasion de Brucella durante la infeccidn,
especialmente teniendo en cuenta que la actividad fusogénica de livA es méxima a pH
acido. El descenso del pH en las vacuolas que contienen Brucella, durante el proceso de
infeccion, es una condicion indispensable para la expresion de factores de virulencia y el
establecimiento del nicho replicativo de este patégeno. Sin embargo, no existen evidencias
directas que relacionen la actividad fusogénica in vitro de livA con lo que sucede durante el

proceso de infeccién y la hipétesis mencionada amerita futuras investigaciones.

i Opcion 1
Interaccion con
fosfolipidos
——
N-terminal C-terminal
Opcion 2

Figura 2.12. Modelo hipotético de lainteraccion de livA con vesiculas fosfolipidicas.
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CAPITULO 3.

Identificacion de los aminoacidos esenciales parala estructura y funcion de livA

Introduccion

La mutagénesis sitio dirigida y la mutagénesis por delecion son herramientas
ampliamente utilizadas para caracterizar aminoacidos importantes para la funcion y
estructura de una proteina. La sustitucion de residuos puntuales por alanina (alanine-
scanning mutagenesis) es uno de los métodos mas utilizado para la identificacién de
epitopes funcionales en proteinas (Morrison and Weiss 2001; Sidhu and Kossiakoff 2007).
El poder de dicha técnica para discernir amino4cidos biolégicamente importantes ha sido
ampliamente demostrado en la bibliografia. Algunos ejemplos que demuestran la utilidad
de la técnica son el descubrimiento del sitio de union de la hormona de crecimiento
humano a hGHbp (Cunningham and Wells 1989), del sitio de union de CD4 a gp-120 del
virus HIV (Liovic, Stojan et al. 2001), de los residuos implicados en la actividad enzimatica
de quinasas (Blaber, Baase et al. 1995), de los residuos implicados en la estabilidad de
lisosima (Gregoret and Sauer 1993), etc.

En un trabajo previo, realizado por Cravero et al. (no publicado), se realizaron
mutaciones puntuales por delecion en fase de tres regiones aminoacidicas de la proteina
livA elegidas mediante andlisis bioinformético. Las regiones elegidas fueron
A19A20G21A22A23Q24, A7T5L76E77A78R79L80 y Q49R50E51D52F53, al producto de
dichas mutaciones se lo llamé livA-AN, livA-AC y livA-AM, debido a que las mutaciones
estan ubicadas en la zona N-terminal, C-terminal y media de la proteina, respectivamente
(Figura 3.1). El criterio utilizado para elegir estas zonas fue la conservacion de los

aminoécidos entre las proteinas ortélogas del grupo de las a-proteobacterias (en el caso
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de livA-AN, livA-AC) o dentro de los miembros del GOG 2960 (livA-AM) (Figura 3.2). Las
mutaciones por delecion en livA fueron realizadas en un vector replicativo para Brucella
spp. de manera de poder transformar las construcciones en la cepa de B. abortus
deficiente en livA (Brucella abortus iivA::Km) y analizar la complementacion del fenotipo
avirulento de dicha cepa. Los experimentos de supervivencia in vivo, en ratones BALB/c,
demostraron que la complementacion en trans con las construcciones que contienen livA-
AN y livA-AC restauran completamente la virulencia de Brucella abortus iivA::Km, mientras
gue la complementacion con livA-AM no restaura dicho fenotipo. Este resultado demostro
que los residuos Q49R50E51D52F53 de livA son indispensables para la infeccion y
replicacion in vivo de Brucella abortus. Por otro lado, se evalué la expresion de livA-AM y
se observaron los mismo parametros de expresion que en la cepa de B. abortus iivA::Km
complementada con iivA salvaje, lo que indica que la mutacion no interfiere en la
estabilidad de la proteina.

Teniendo en cuenta los datos experimentales mencionados y que la deficiencia en la
restauracion del fenotipo salvaje por livA-AM puede ser debido tanto a la importancia de
los residuos en la funcién bioldgica de la bacteria como a cambios en la estructura de la
proteina, en este capitulo se abordaran dos objetivos. El primer objetivo es analizar las
caracteristicas estructurales de la proteina que contiene la delecion AM y la conservacion
de la funcion in vitro previamente descripta para livA (fusibn de membranas) y el segundo
objetivo es discernir por mutagénesis puntual sitio dirigida cuales son los aminoéacidos

esenciales de dicha zona de la proteina.

E. ¢oli I--DP K- Q A QVHESMPKGIREFGE V KKI QTLQAQ TR S vQTQ 57
S. typhimurium I--DP K- Q A QVHESMPKGIREFGE I KKI QTLQSQ TR S vQTQ 57
5. coneidensis I--NP K- E A QLSDSLPSGLKQFAG F ERS QVLONQ LK S VQQH 57
L. pneumophila F--DP Q- E A KLFATLPTSLONFEK I QKF EVLQOST SR T VOCK 57
X. campestris I--DF Q- D A RLSDLVPPGLRQSRE L STF GALQAG GK ik VQRA 57
P. aeruginosa L--PP AV A S QASRLFAGESPLFKA L SQF ALMQSA SK ] SOML 58
B. pertussis N--RT QW D Q NISDLIARS---PAA V RNV AMMTQT AR ik VQVvD 55
A. tumefaciens STTGT RF E A LMTD-AAGRAQGVRK A AAF AQADRW NS R AVRE 59
5. meliloti S-TGA RI D A LMTD-AAGAAQGVRR V AAF AQTENW NS K AVKE 58
B. abortus T-SGQ RV E A LVTD- VRR V TAL SQGERV NT E:::] ALRE 58
R. palustris T-QTN RL E G LMND—Q?E??EEVKR V TVV TQAEKF RD VVKD 58
E. c¢oli LLR EKLAL EQR SE EN S--TEIKKQPDPETLPPTL-===-=-- 96

5. typhimurium LLR EEKLAL EQR SE EA DKPEEVKPAPAIPPVDPQQE-=-=-=-- 99

5. oneidensis LLK EEKLEA QAQ NE EK LNATD-=-====-==————c—=—e—e=== 84

L. pneumophila LAR EKLEQ QHQ ED IK QEVENNK--==-==—=-—c———eee--- 86

X. campestris LLR EKLDA EQT AA EA SGNAPPTSPTP-=-=-=-=-=-========- 90

P. aeruginosa LAR ARLEA EAK AE ES LTPPAD---==-====————=—=--= 86

B. pertussis LAR TRVDQ SAQ Q0 EA LAALEAGKPQA-===—=========== 88

A. tumefaciens ATQ DENDA RAR ET EA LS------ ARKD=======——————— 87

5. meliloti AAR DENDA LAR EA EA LAAT--GPAAADITTGK-=-=====--- 95

B. abortus ATIK SENSA LAR EA EA LAKFEGGSSAKPAKSASVSSKSEDNS 106

R.

palustris VRL EENEA EKVR BE:E?:EF ------ e b e b 88

Figura 3.1. Alineamiento multiple de secuencias, utilizando el programa Clustal X, de 11
miembros representativos del COG2960: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shewanella
oneidensis, Legionella pneumophila, Xanthomonas campestris, Pseudomonas aeruginosa,
Bordetella pertussis, Agrobacterium tumefaciens, Sinorhizobium meliloti, Brucella abortus,
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verde. En cuadrados rojos se muestra la localizacion de las mutaciones por delecion

Rhodopseudomonas palustris. Los residuos idénticos se muestran en azul y los similares en
correspondientes a livA-AN, livA-AC y livA-AM
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Materiales y métodos

3.1. Construccion de la proteina livA-AM

Las técnicas de biologia molecular basicas utilizadas fueron la mismas que las
descritas en el capitulo 1. iivA llevando la delecién en fase en los nucleétidos que codifican
para los aminoacidos QREDF fue amplificada por PCR utilizando como molde un vector
PBBR1MCS que contiene el gen iivA con la delecibon AM previamente realizada por
Cravero et al. La amplificacion fue realizada con los oligonucle6tidos
AAACCATGGAAACAAGGAAGAATG y TCTCGAGATTATCTTTGGATTTTGACGAAAC.
Los amplicones fueron clonados en pGEM-T (Promega) y luego liberados con las enzimas
Ncol y Xhol contenidas en la secuencia de los primers. Los fragmentos liberados fueron
clonados en el vector de expresion para E. coli pET24D (Novagene) en marco con el
promotor de T7 en el extremo 5 y con una etiqueta de seis histidinas en el extremo 3".
Las construcciones fueron chequeadas por secuenciacién nucledtidica utilizando el
servicio de secuenciacion prestado por el INTA.

La expresion y purificacion de livA-AM y los experimentos de cross-linking, ligth
scattering estatico, dicroismo circular y de fusién de liposomas se realizaron de igual

manera a lo descripto en el capitulo 1y 2.

3.2. Construccion de los derivados de iivA, llevando mutaciones puntuales, en un

vector replicativo para Brucella spp.

Para realizar las mutaciones puntuales en la region QREDF de livA se alteraron los
codones que codifican para cada uno de los aminoacidos por separado por alanina,
eligiendo el coddon que codifica para dicho aminoacido mas abundante en Brucella spp.
que es GCT, mediante la técnica de PCR que se describira a continuacion para la
mutacion Q49A (el resto de las mutaciones se realizo de la misma manera). Primero se
realizaron dos reacciones de PCR por separado utilizando los primers pBruff y Q49Arev en
una reaccién y Q49Aff y pBrurev en la otra de manera de obtener un fragmento de 630 pb
y otro de 314 pb con una parte de la region 5 de uno y 3" del otro con nucledtidos
complementarios. Esta primera reaccion de PCR se realizdé con la enzima AccuPrime
(Invitrogen) que no deja residuos de adenina en los extremos y se utiliz6 como molde un
plasmido pGemT conteniendo una zona de 1 Kb del DNA cromosomal de Brucella abortus
S2308 que contiene al gen iivA y zonas flanqueantes suficientemente extensas como para
asegurar la presencia del promotor nativo en ella. Los dos productos de PCR obtenidos

fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa, las bandas correspondientes se
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purificaron con un Kit de Quiagen, se mezclaron, se desnaturalizaron por calor y se
dejaron renaturalizar lentamente para la obtenciéon de moléculas hibridas. Luego se realiz6
una segunda PCR sin el agregado de oligonucledtidos durante los 10 primeros ciclos para
permitir la extension de los fragmentos por la polimerasa Tag para obtener ADN doble
cadena, y agregando luego los oligonucle6tidos pBruff y pBrurev que amplifican la regién
completa. Los productos de PCR se clonaron en el vector pGemT para ser secuenciados

y luego se subclonaron en el vector replicativo en Brucella spp. PBBR1IMSC en el sitio

BamHl.

Tabla 3.1

Oligonucledtido Secuencia Observacion

pBruff AAGGATCCCGAGUCGGGTTGGAGATATAA | Contiene la ER BamH 1
pBrurev AAGGATCCAAGCTGAATCCGAACACCAG | Contiene la ER BamH 1
Q49AfT CGTTGTGGCTCGTGAGGATTTG Contiene mutacion en Glnd9
Q49Arev CAAAATCCTCACGAGCCACAACG Contiene mutacion en Glnd9
RS0AfT GITGTGCAGGCTGAGGATTTTGA Contiene mutacion en Arg50
R50Arev TCAAAATCCTCAGCCTGCACAAC Contiene mutacion en Arg350
ES1Aff GTTGTGCAGCGTGCTGATTTTG Contiene mutacion en Glu51
E51Arev CAAAATCAGCACGCTGCACAAC Contiene mutacion en Glu51
D32AfT GITGTGCAGCGTGAGGCTTTT Contiene mutacion en Asp32
D32Arev AAAAGCCTCACGCTGCACAAC Contiene mutacion en Asp52
FoOAST CAGCGTGAGCATGCTGAAGCC Contiene mutacion en Phe33
FolArev GGCTTCAGCATCCTCACGCTG Contiene mutacion en Phe33

3.3. Condiciones de crecimiento de las cepas de Brucella.

Las cepas de Brucella fueron crecidas en caldo soja triptosa (Tryptic Soy Broth TSB)

(DIFCO) a 37°C con agitacion. Como medio solidé se utilizé agar triptosa (AT) de DIFCO.

En los casos que corresponde se adiciond antibiodticos a una concentracion de 25 ug/ml

para Kanamicina y 10 ug/ml para Cloranfenicol.

3.4. Preparacion de Brucella abortus iivA::Km electrocompetentes

Se inocularon 100 ml de TSB con 1 ml de un cultivo saturado de Brucella abortus

iivA::Km y se incub6 a 37°C con agitacion hasta llegar a una densidad &ptica a 600 nm de
0.5. Se enfrié el recipiente conteniendo las bacterias por 15 minutos en hielo y se

centrifug6 el cultivo a 4000 rpm a 4°C por 15 min. Se descart6 el sobrenadante y se
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resuspendieron las bacterias en 50 ml de agua apirogénica. Este paso de lavado se repitié
3 veces y luego se resuspendieron las bacterias en 300 ul de agua apirogénica de manera
de tener una densidad bacteriana de aproximadamente 1-6x109 células/ml. Esta

suspension fue fraccionada en alicuotas de 50 pl y guardada hasta su utilizacién a -70°C.

3.5. Transformacion de los vectores replicativos conteniendo las mutaciones

puntuales en Brucella abortus iivA::Km

Las bacterias competentes se descongelaron en un bafio de hielo y se adicion6 0.5-1
Mg de plasmido en 50 pl de bacterias. Se dejé 5 minutos en hielo para permitir el
establecimiento del contacto entre las bacterias y el ADN. Transcurrido el tiempo se coloco
la suspensién en cubetas de electroporacion de 0.2 cm estériles previamente enfriadas. Se
aplicd un pulso eléctrico fijando los pardmetros del electroporador (Gene Pulse/Pulse
controller, BioRad Ca, USA) en 25 pF, 2.5 kV (12.4 KV/cm) y 400Q. Inmediatamente
después del pulso eléctrico se agregd 1 ml de medio SOC (BRL-Bethesda) y se cultivaron
las células a 37°C con agitaciébn constante de 200 rpm durante toda la noche.
Posteriormente se sembraron las bacterias en placas de AT suplementadas con el
antibiético de seleccion (cloranfenicol) de manera de obtener colonias aisladas. La
eficiencia de transformacion descripta con este método para plasmidos replicativos en B.
abortus S19 es de 1x104 UFC/ug de ADN recombinante (McQuiston, Schurig et al. 1995) y

es similar a lo obtenido en este trabajo.

3.6. Anédlisis de la expresién de las proteinas mutantes en Brucella abortus

La expresion de las proteinas conteniendo las mutaciones puntuales en B abortus
iivA::Km fue analizada por western blot utilizando un suero policlonal de conejo dirigido
contra livA de la misma manera a lo descripto en el capitulo 1. Todas las cepas con las
mutaciones puntuales y las cepas controles (B. abortus S2308, B. abortus iivA::Km y B.
abortus iivA::Km complementada con iivA salvaje) fueron llevadas a la misma densidad
Optica antes de lisarlas y resuspenderlas en buffer de siembra de manera de poder

comparar los niveles de expresion de las distintas variantes de la proteina livA.
3.7. Ensayos de supervivencia en ratones BALB/c
Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de edad, provistos

por el bioterio del CICVyA del INTA-Castelar. Se utilizaron grupos de 5 ratones por cada

tiempo y cepa a ensayar, inoculados intraperitonealmente con 2.5x105 UFC/raton de las
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cepas diluidas en buffer PBS 1X. Ademas de analizar la supervivencia de las 5 cepas
complementadas con las mutaciones puntuales de livA, se utilizaron como cepas control a
B. abortus S2308, B. abortus iivA:Km y dos cepas de B. abortus iivA::Km
complementadas, una con livA salvaje y otra con livA-AM. A los tiempos post inoculacién
de 9 y 22 dias, 5 ratones de cada grupo fueron sacrificados con diéxido de carbono y a
cada raton se le extrajo el bazo. Los bazos fueron pesados para estimar la esplenomegalia
producida y posteriormente homogenizados, utilizando poters, en 5 ml de PBS 1X. El
ndamero de bacterias por bazo se determin6 por diluciones seriadas de los homogenatos y
plagueo en AT suplementado con los antibiéticos correspondientes. Las placas fueron
incubadas en estufa a 37°C por 2 o 3 dias, luego de lo cual se contaron las colonias y se

determinaron las unidades formadoras de colonia (UFC) por bazo.
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Resultados

3.1. Andlisis estructural de livA-AM

Al seleccionar las regiones para realizar mutagénesis y posteriores estudios
funcionales se debe ser cuidadoso y analizar que las mutaciones producidas no causen un
rearreglo estructural en la proteina estudiada, debido a que esto podria llevar a
interpretaciones erroneas. Por tal motivo, se decidi6 estudiar si las caracteristicas
estructurales basicas de livA-AM son similares a las descriptas para livA salvaje.

Para llevar a cabo dicho objetivo, se realizé una construccion de livA-AM en un vector
de expresion para E. coli y se purificé la proteina recombinante en forma nativa para
realizar los estudios estructurales. Primero se analizé la conservacion de la estructura
cuaternaria de livA-AM. Para ello se realizaron experimentos de Light scattering estatico y
cross-linking quimico, en los que se pudo observar que livA-AM conserva su capacidad de
formar trimeros y que la distribucién de esta especie trimérica es homogénea (Figura 3.3).
Por otro lado, se analiz6 el porcentaje de estructura secundaria y la estabilidad de livA-AM
por espectroscopia de dicroismo circular. Se observé que el porcentaje de estructura o-
hélice de livA-AM en buffer Tris/HCI pH 8.0 es idéntico al de la proteina salvaje, de donde
se puede extrapolar que en esta condicion la a-hélice C-terminal responsable de la
trimerizacion esta intacta y que el dominio N-terminal se encuentra no estructurado de
igual manera que en livA (Figura 3.4 A y tabla 3.2). Tampoco hubo variaciones en la
estabilidad ante la desnaturalizacion termal de livA-AM (Figura 3.4 B).

Por dltimo, se estudio si livA-AM conserva la capacidad de formar una a-hélice
anfipatica en su dominio N-terminal ante la presencia de distintas sales, pH acido, SDS y
vesiculas fosfolipidicas, evaluados en las mismas condiciones a las descriptas para la
proteina salvaje. Mediante la obtencion del espectro de dicroismo circular y comparacion
de la elipticidad molar a 222 nm de livA-AM en Tris/HCI pH 8.0 y en presencia de los
distintos aditivos se observa que la capacidad de formar la a-hélice N-terminal es igual que
la de livA. Del mismo modo que en la proteina salvaje, el ion fosfato es el que provoca el
mayor incremento de la sefial a 222 nm y de la estabilidad ante la desnaturalizacion
térmica (Tabla 3.3). A partir de estos resultados que muestran que livA-AM sufre un
cambio conformacional en presencia de SUV, también se puede inferir que la proteina
conserva su capacidad de interaccionar con membranas fosfolipidicas.

Los resultados presentados sugieren que la deficiencia de livA-AM para
complementar el fenotipo atenuado de la cepa B. abortus iivA::Km en ratones, no puede
ser explicada por la produccion de cambios conformacionales groseros en la proteina. Sin

embargo, deberian ser analizadas otras situaciones, como por ejemplo la pérdida de la
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capacidad de interactuar con otra proteina o receptor putativo in vivo. Por otro lado, no se
descarta que la proteina haya cambiado su estructura de una manera mucho mas sutil a la
analizada aqui y que sean necesarios experimentos més sensibles para encontrar las

diferencias entre livA-AM y la proteina salvaje.
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Figura 3.3. Andlisis de la estructura cuaternaria de livA-AM. (A) Cross-linking quimico de
livA-AM. Los productos de cross-linking fueron separados mediante Tricina-SDS-PAGE,
seguidos por tincibn con Comassie Brilliant Blue R250. Se muestran las masas
correspondientes al marcador de peso molecular en KDa a la derecha del gel. En las
calles del gel se indica la concentracion de cross- linking EGS utilizada en cada caso. (B)
Cromatograma en el que se grafica la sefial de indice de refraccion (azul) y de ligth
scattering (verde) en funcion del tiempo de elusion a través de una columna de filtracion
molecular Superdex 75. En la parte superior izquierda del cromatograma se observa el
peso molecular calculado.
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Figura 3.4. Estructura secundaria y estabilidad térmica de livA-AM. (A) Espectro de
dicroismo circular en el UV lejano y (B) curva de desnaturalizacién térmica obtenida por la
medida de la elipticidad molar a 222 nm en funcién de la temperatura. La temperatura de
melting calculada fue 64°C. Las medidas fueron realizadas en 50 mM de buffer Tris/HCI pH
8.0.

Tabla 3.2. Porcentaje de estructura secundaria de livA-AM obtenidos a partir del
andlisis del espectro de CD en 50 mM de Tris/HCI pH 8.0 con el programa K2D.
También se muestran los porcentajes para livA de modo comparativo.

a-hélice Hoja 8 Random coil
livA 30 16 54
livA-AM 31 16 53

Tabla 3.3. Incremento de la sefial de CD a 222 nm de livA-AM en las distintas
condiciones ensayadas con respecto a la sefial medida en 50 mM Tris/HCI pH 8.0.

livA-AM

(1.4 M Fosfato de sodio, pH 8.0 44 88
0.4 M Sulfato de sodio, pH 8.0 16.66
1.2 M Cloruro de sodio, pH 8.0 5.7

50 mM Acetato de sodio, pH 4.0 35.06
5 mM SDS, pH 8.0 19.19
SUV DPPC, pH 8.0 * 3588
SUV DPPC:DPPA 75:25, pH 8.0 * 63.53

*la proporcion lipido/proteina utilizada fue 50/1.

3.2. Estudio de la capacidad fusogénica de livA-AM
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La funcion bioquimica sugerida para livA es la de fusionar membranas lipidicas, si
bien esta actividad fue solo estudiada in vitro. Dado que la mutacion en los residuos
QREDF esta directamente relacionada con la supervivencia de Brucella en ratones, lo cual
deberia estar ligado a la actividad bioguimica de livA, es importante determinar si la
proteina livA-AM conserva su caracter fusogénico.

Para llevar a cabo tal objetivo se analizé la capacidad de livA-AM de agregar y
fusionar liposomas por dos de los métodos utilizados previamente para discernir la
capacidad fusogénica de membrana de la proteina salvaje.

Los ensayos elegidos fueron el de la medida de la turbidez, que discierne la
capacidad de la proteina de agregar vesiculas, y el de mezclado del contenido acuoso,
dado que es el ensayo que refleja la fusidn de los liposomas en su estadio final. Ambos
ensayos fueron realizados con vesiculas unilamelares pequefas a pH 4.0 y pH 8.0 en las
mismas condiciones experimentales a las descriptas para livA en el capitulo 2.

Los resultados obtenidos para livA-AM fueron similares a los de la proteina salvaje, o
sea que ambas proteinas son capases de agregar y fusionar liposomas, ya sea a pH acido
o cercano al neutro (Figura 3.5 A y B). De todos modos, si bien el resultado experimental
obtenido no concuerda con la hipétesis de relacionar la actividad fusogénica de membrana
in vitro con la capacidad que tiene livA de afectar la supervivencia de Brucella en ratones,
se debe tener en cuenta que los sistemas in vivo son muchos mas complejos que los que
se pueden reproducir en el laboratorio con membranas modelos, debiendo considerar

otros parametros.
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Figura 3.5. Medidas de la turbidez (A) y del mezclado del contenido acuoso (B) de liposomas
en funcion del tiempo después del agregado de livA-AM. Se utilizaron vesiculas unilamelares
pequefias compuestas de 75% de DPPC y 25% de DPPA formadas a pH 4.0 o 8.0. pH 8.0
corresponde a 50 mM de Tris/HClI pH 8 y pH 4 a 50 mM de acetato de sodio pH 4. La
proporcion lipido/proteina utilizada fue 100/1.
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3.3. Identificacion de los aminoacidos esenciales para la funcion de livA

Con el objetivo de identificar cuales son los amino&cidos de livA que estan
directamente involucrados en la virulencia de B. abortus, se construyeron mutaciones
puntuales de cada uno de los residuos de la zona QREDF por alanina. Las variantes de
livA mutadas se clonaron en el vector replicativo para Brucella spp., PBBR1IMSC, y se
transformaron en la cepa de B. abortus deficiente en livA, B. abortus iivA::Km. Las
construcciones fueron realizadas de manera de contener zonas flanqueantes rio abajo y
rio arriba del coddn de inicio y del codon de terminacién de livA, respectivamente. De esta
manera se asegurd que las proteinas mutantes derivadas de livA se expresen con su
propio promotor. De cada una de las cepas complementadas en trans resultantes;
llamadas B. abortus S2308 iivA-Q49A, iivA-R50A, iivA- E51A, iivA-D52A e iivA-F53A; se
obtuvo un extracto proteico que fue sometido a western blot, utilizando un suero policlonal
dirigido contra livA. En el mismo ensayo se introdujeron como cepas control a B. abortus
S2308, B. abortus iivA:Km y a B. abortus iivA::Km complementada en trans con livA
salvaje o livA-AM, conteniendo las mismas secuencias flanqueantes que las variantes de
livA con mutaciones puntuales. En la figura 3.6 se puede observar que las cepas
complementadas con las distintas mutaciones puntuales derivadas de livA expresan las
proteinas con tamafio y abundancia similares a lo que lo hace la cepa de B. abortus
complementada con livA salvaje, indicando que las mutaciones estudiadas no afectan la
estabilidad de la proteina.

Posteriormente, se ensayd la virulencia de las cepas de B. abortus complementadas
con las construcciones expresando las proteinas con las mutaciones puntuales derivadas
de livA y con las otras cuatro cepas antes mencionadas a modo de control, en ratones
BALB/c. La virulencia en las cepas de Brucella spp. se relaciona con su capacidad de
invadir y replicarse en bazos, provocando esplenomegalia (Rajashekara, Eskra et al.
2006), por lo que los pardmetros utilizados aqui para comparar las distintas cepas fueron
el recuento de las unidades formadoras de colonia y el peso de los bazos, a los 9y 22 dias
post-infeccion intraperitoneal. Como se puede observar en la figura 3.7, ninguna de las
cepas complementadas con las mutaciones puntuales de livA mostré diferencias
significativas con respecto a la cepa de B. abortus S2308 salvaje o a la cepa
complementada con livA, ya sea en esplenomegalia o en el recuento de las UFC/bazo, por
lo que se concluye que las mutaciones puntuales de livA no afectaron la infeccién y
sobrevida en ratones de las bacterias. Por otro lado, se observo que la cepa de B. abortus
deficiente en livA y la complementada con livA-AM son significativamente mas atenuadas
en su virulencia como ya se ha descripto previamente (Cravero et al., no publicado), lo que

valida los resultados obtenidos.
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Figura 3.6. Western blot revelado con anticuerpo anti-livA de las cepas derivadas de B.
abortus S2308 posteriormente utilizadas para los ensayos en ratones.
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Figura 3.7. Efecto de las mutaciones puntuales en livA sobre la supervivencia de Brucella
abortus en ratones. Los ratones fueron inoculados intraperitonealmente con 2.5x105 UFC de
cada bacteria. El peso de los bazos (A) y el recuento de las unidades formadoras de colonia
por bazo (B) a los 9 y 22 dias post-infeccidon son representados por los valores promedios de
los grupos de 5 ratones. Se indican las barras del error estandar para cada caso.

Discusioén

En la primera parte de este capitulo se demostré6 que la eliminacién de los
aminoécidos QREDF no afecta la estructura y la actividad fusogénica de membrana in vitro
de livA. Por lo tanto, el hecho de que la mutacion AM afecta significativamente la
supervivencia de Brucella abortus en ratones, no puede ser explicado por tales
parametros.

La region de livA involucrada en la mutacion, Q49R50E51D52F53, se encuentra
contenida parcialmente en la a-hélice coiled-coil C-terminal predicha por el programa
Paircoil. Mientras que el aminoacido Q49 no forma parte del coiled-coil predicho, el resto
de los aminoacidos son designados por el programa Paircoil para ocupar las posiciones e,
f, g y a de la repeticion heptamérica (Figura 1.4 de capitulo 1). Por otro lado, otros
programas de prediccion de estructura secundaria, como JPred y PSlpred, predicen que la
estructura a-hélice empieza en el residuo D52. Ademas, la prediccion de la a-hélice
anfipatica en el dominio N-terminal de livA indica que esta terminaria entre los

aminodcidos N43 y L45, antes de la region que involucra la delecibn AM. Por lo tanto,
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teniendo en cuenta estas predicciones y los resultados obtenidos, se sugiere que la region
QREDF podria estar formando parte de un dominio flexible que conectaria a los dominios
N-terminal y C-terminal de livA. También, es interesante notar que el residuo F53 en la
posicion “a” del coiled-coil no es encontrado cominmente en proteinas naturales, lo que
argumenta a favor de que el mismo no este formando parte del coiled-coil (Tripet,
Wagschal et al. 2000). Si la hip6tesis mencionada fuera verdadera, por los experimentos
realizados en este trabajo no se podria detectar ninglin cambio estructural, ya que las dos
regiones a-hélices se formarian de igual manera que en la proteina salvaje, dando los
mismos espectros de dicroismo circular. Una region flexible entre la a-hélice N-terminal y
C-terminal de livA podria permitir que los dos dominios de la proteina se doblen sobre si,
en el momento que interaccionan con la membrana, contribuyendo a acercar las dos
bicapas lipidicas, lo cual permitiria la fusiobn de las mismas, siguiendo un mecanismo
similar al de las proteinas fusogénicas virales (Dutch, Jardetzky et al. 2000). En este punto
es contradictorio que livA-AM sea capaz de producir la fusién de liposomas, ya que
anteriormente se relaciond este proceso con la virulencia de Brucella abortus. De todos
modos, se debe tener en cuenta que las membranas de los liposomas utilizados para
realizar los experimentos de fusién, poseen una mayor curvatura y es mas facil producir
perturbaciones de los lipidos locales en ellas que en las membranas bioldgicas, lo cual es
un paso importante para la fusion de membranas.

Una hipétesis alternativa que explicaria los resultados observados seria que la zona
estudiada estuviera involucrada en el reconocimiento e interaccion de otra proteina, o
ligando o receptor in vivo que fuera importante para establecer el mecanismo que
involucra la supervivencia de Brucella abortus en ratones.

La zona REDF de livA esta conservada en la mayoria de las proteinas homadlogas del
COG2960, lo que sugiere que esta region cumple un rol fundamental en la funcién
biolégica de este grupo de proteinas (en lugar de D predomina E en el resto de las
proteinas del COG2960). Sin embargo, mediante los analisis de virulencia en ratones,
utilizando las cepas de B. abortus iivA::Km complementadas con las variantes de livA con
mutaciones puntuales en la zona AM, se observé que la mutacién individual de los
aminoédcidos de dicha zona no afectan la supervivencia de la bacteria. Este resultado
argumenta en contra de que esta sea una region especifica para reconocimiento de un

ligando o sugiere que si existe dicha interaccion es de baja especificidad.
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CAPITULO 4

L -
.

Caracterizacion de la proteina YqgiC de Salmonella typhimurium y construccion y

evaluacion de una cepa deficiente en la misma
4.1. El género Salmonella
Introduccion

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, orden
Enterobacteriales, clase y-Proteobacteria (Garrity 2004). Son bacilos intracelulares
facultativos, Gram negativos y anaerobios facultativos. La mayoria de las especies de
Salmonella presentan flagelos peritricos que le atribuyen movilidad. Ademés, no
desarrollan capsula ni esporas.

El género Salmonella es extremadamente heterogéneo, comprende méas de 2000
serotipos, de los cuales solo unos pocos son patdégenos para el humano (Ochman and
Groisman 1994). Sin embargo, a pesar de esta aparente complejidad, las especias de
Salmonella son similares genéticamente y los distintos serotipos son diferenciados por los
antigenos de superficie somaticos, flagelares y capsulares. El tratamiento taxondmico
actual de Salmonella reagrupa a todas las cepas (patégenas o no) en dos Unicas especies:
S. enterica y S. bongori, siendo esta Ultima no patdégena para el humano. A su vez, la
especie S. enterica, esta conformada por seis subespecies, que son: enterica, salamae,
arizonae, houtenae, diarizonae e indica y cada subespecie esta conformada por distintos
serotipos (Reeves, Evins et al. 1989). Debido a que esta clasificacion es poco practica, a
menudo se usa una nomenclatura simplificada, que es la que se usara en este trabajo, en
la que se consideran los nombres de los serotipos como nombres de especies. De este

modo, por ejemplo, Salmonella enterica subgrupo enterica serotipo Typhimurium se
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referirh como Salmonella typhimurium.

4.2. La salmonelosis

Salmonella spp. es uno de los patégenos mas distribuidos en el mundo, y produce
una enfermedad denominada salmonelosis, que se calcula que afecta a 1.3 billones de
humanos por afo.

El habitat primario de las especies de Salmonella es el tracto intestinal de los
animales, pudiendo encontrarse también en el tracto intestinal de los humanos, en
alimentos contaminados con heces y en el ambiente. Dependiendo del grado de
adaptacion a un hospedador o ambiente especifico se habla de: serotipos adaptados al
hospedador, como S. typhi que solo infecta a humanos y algunos primates, o serotipos de
amplio rango de hospedador (a este grupo pertenecen la mayoria), como S. dublin, S.
typhimurium y S. choleraesuis, que pueden infectar tanto a humanos como a una gran
variedad de animales (Coburn, Grassl et al. 2007).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad dependen tanto de la susceptibilidad
del hospedador como del serotipo de Salmonella con el que es infectado. Se pueden dar
tres tipos de manifestaciones clinicas que son: la fiebre entérica o tifoidea, la enterocolitis

o diarrea y la bacteremia.

4.3. Infeccion y replicacion intracelular

Generalmente Salmonella spp. penetra en el hospedador por la via digestiva, a
través de alimentos o agua contaminada. Luego de la ingestién oral, las bacterias que
sobreviven al pH &cido y a otros sistemas de defensa del tracto digestivo, inician la
infeccion en el ileon y/o colon donde invaden el epitelio interactuando tanto con enterocitos
como con células M (células epiteliales especializadas que recubren los nédulos linfaticos
de las placas de Peyer del ileon).

El mecanismo de invasién involucra la union de la bacteria a receptores especificos
del hospedador y la accidn del sistema de secrecion tipo Il bacteriano (SST3). La bacteria
transloca proteinas efectoras dentro del citoplasma de la célula eucariota, utilizando el
SST3, lo que provoca, entre otros efectos, rearreglos en el citoesqueleto de actina. Esto
desemboca en la formacién de proyecciones en la membrana del hospedador (llamadas
“ruffling”), las cuales favorecen la internalizacion de la bacteria en vacuolas grandes
similares a los macropinosomas. Inmediatamente después de invadir el epitelio intestinal,
las bacterias se translocan alcanzando la lamina propia y son fagocitadas por los

macréfagos, donde son capaces de sobrevivir y replicarse. Para llevar a cabo esto, las
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bacterias utilizan moléculas efectoras, translocadas por un segundo tipo de SST3, y
diversos factores de virulencia.

Una vez que Salmonella spp. invadié la célula eucariota, se localiza dentro de un
compartimiento membranoso conocido como SCV (por Salmonella containing vacuoles).
Salmonella spp. es capaz de sobrevivir y replicarse dentro de las SCV, y eventualmente
mata a la célula hospedadora, lo que conlleva a la liberacion de bacterias en el medio
extracelular permitiendo la infeccion de nuevas células. El tréfico intracelular de las SCV
implica la interaccién de éstas con endosomas tempranos inmediatamente después de la
invasion. Sin embargo, dentro de los 30 minutos siguientes a la infeccion, las SCVs no
siguen el camino endositico y no se produce la fusién con lisosomas, evitando asi la
exposicion a enzimas degradativas. A pesar de que las SCV no se fusionan con el
lisosoma adquieren algunas glicoproteinas lisosomales, como LAMP-1 (Finlay and Brumell
2000). Posteriormente, las bacterias intracelulares comienzan a replicarse y a formar unas
extensiones filamentosas en la membrana de las SCVs, conocidas como SIF (Salmonella
induced filaments) (Steele-Mortimer, Meresse et al. 1999). Aunque el papel de la formacion
de las SIF en la interaccion de Salmonella con macréfagos no estéd definido, éstas son
indispensables para la supervivencia intracelular.

Generalmente, el sistema inmune se encarga de destruir a las bacterias
intracelulares mediante la liberacién de citoquinas y activacion de los macréfagos por
interferén y. Sin embargo, en algunas personas inmunocomprometidas esto no ocurre, lo
que permite que Salmonella se disemine en el organismo a través del sistema linfatico y
sanguineo provocando una bacteremia que puede desembocar en septicemia. De esta
forma Salmonella puede colonizar distintos 6rganos como higado, bazo, tracto urinario, y

tejido muscular, entre otros.

4.4. Factores de virulencia

Las estrategias de patogénesis de Salmonella spp. incluyen el traspaso de la barrera
mucosa intestinal y la interaccion de la bacteria con células del sistema inmune, donde se
comporta como un patodgeno intracelular. Por lo tanto, los mecanismos de virulencia que
emplea la bacteria son necesariamente complejos. Se estima que aproximadamente 4%
del genoma de Salmonella typhimurium, o sea unos 200 genes, codifica para factores de
virulencia (Bowe, Lipps et al. 1998).

Los factores de virulencia de Salmonella se pueden dividir en dos grupos: por un lado
los factores que estan involucrados en la formacion de estructuras de superficie en la
bacteria y por otro lado los factores de virulencia solubles que modifican la fisiologia celular

del hospedador y protegen a la bacteria de sistemas antimicrobianos del mismo (van Asten
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and van Dijk 2005). A su vez, los factores de virulencia de Salmonella spp. pueden estar
codificados en plasmidos o en el cromosoma, ya sea en forma aislada o formando
agrupaciones pequefias (islotes) o agrupaciones mayores, llamadas islas de patogenicidad
(Hensel 2004).

4.4. a. Factores de virulencia que forman estructuras superficiales

Dentro del grupo de factores de virulencia que forman estructuras superficiales de la
bacteria y que ademés son dianas del sistema inmune del hospedador se encuentran los
siguientes:

-Lipopolisacaridos: Es uno de los principales determinantes de virulencia en S.
typhimurium y esta compuesto de tres dominios: el lipido A, responsable de la actividad
endotodxica, el oligosacérido central y el polisacérido o antigeno O (Kaniuk, Monteiro et al.
2002). Las cepas de Salmonella que poseen el antigeno O completo son referidas como
lisas, mientras que las que no lo tienen son referidas como rugosas. Se reporté que la
presencia del antigeno O es importante en la bacteria para la colonizacion del intestino
(Nevola 1985), la resistencia a la muerte por neutréfilos (Okamura and Spitznagel 1982) y
para la resistencia a la muerte por la cascada del complemento (Joiner, Grossman et al.
1986).

-Flagelos: Salmonella spp. poseen de 5 a 10 flagelos. Los flagelos estan compuestos
por la proteina flagelina. Esta proteina es un antigeno importante que posee una region
altamente variable, que se utiliza para clasificar a Salmonella en distintos serotipos. Esta
variabilidad en la proteina flagelar le permite a la bacteria escapar de los sistemas de
defensa del hospedador (Fan and Macnab 1996). Los flagelos dirigen a la bacteria hacia el
epitelio intestinal mediante quimiotaxis, le permiten atravesar la espesa capa de mucina y
contribuyen en el proceso de inflamacion.

-Capsula: El tnico antigeno capsular que se conoce en Salmonella es el antigeno Vi,
el cual es un polimero lineal del &acido a-1,4 (2-deoxi)-2-N-acetilgalacturonico. Se
encuentra presente solo en tres serotipos de Salmonella (typhi, paratyphi C y dublin) y
esta directamente relacionado con su capacidad invasiva (Raffatellu, Chessa et al. 2006).

-Fimbrias: En Salmonella typhimurium se han descripto méas de 13 operones
implicados en la formacién de fimbrias, aunque no todas ellas estdn exclusivamente
asociadas con la virulencia bacteriana (Humphries, Raffatellu et al. 2003). Salmonella tiene
varios tipos de fimbrias o “pili". Las fimbrias son estructuras de naturaleza proteica
consideradas como adhesinas, ya que facilitan la union de la bacteria a receptores
especificos de la célula hospedadora. Entre los varios tipos de fimbrias se encuentran las

Lpf (long polar fimbria) que median la unién de la bacteria a las placas de Peyer, las Tafi
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(thin aggregative fimbria) y las fimbrias tipo 1, que son codificadas por el pladsmido de
virulencia (Romling, Sierralta et al. 1998; Fierer and Guiney 2001; Weening, Barker et al.
2005).

4.4. b. Islas de patogenicidad

Las islas de patogenicidad de Salmonella (SPIs) se definen como grandes
agrupaciones de genes dentro del cromosoma bacteriano. Las SPIs codifican para
determinantes responsables de establecer interacciones especificas con el hospedador y
factores que son necesarios para la virulencia bacteriana. Las SPI poseen un contenido de
GC diferente al del resto del cromosoma bacteriano y en ocasiones presentan elementos
genéticos moviles, como integrasas y transposasas, por lo que se propone fueron
adquiridas mediante eventos de transferencia horizontal a lo largo de la evolucion del
patégeno (Groisman 1996; Hensel 2004).

Se han identificado cinco islas de patogenicidad en el genoma de Salmonella
denominadas desde SPI-1 hasta SPI-5, las cuales se detallan a continuacion:

SPI-1: Esta isla es necesaria para que se produzca la infeccion intestinal, mediante la
invasion de las células no-fagociticas por Salmonella. Interviene también en la inflamacion
del epitelio intestinal y sintomas diarreicos (Marcus, Brumell et al. 2000; Wallis and Galyov
2000; Zhou and Galan 2001). SPI-1 posee al menos 29 genes que codifican para los
componentes estructurales del sistema de secrecion tipo Il (SPI1-SST3), proteinas que
forman un poro o translocén por el que penetran proteinas efectoras al citosol de la célula
huésped, algunas proteinas efectoras y proteinas reguladoras.

SPI-2: Esta isla se relaciona con la capacidad de la bacteria de sobrevivir en el
interior de los macréfagos y de multiplicarse dentro de SCVs en fagocitos y otras células
eucariotas (Schmidt and Hensel 2004). La SPI-2 se compone de dos regiones distintas:
una de ellas codifica para un sistema de secrecion tipo Il (SPI2-SST3) que se activa
cuando la bacteria est4 en el interior del macréfago, translocando proteinas efectoras a
través de la membrana de las SVC, y la otra region presenta un grupo de genes que estan
implicados en la respiracion anaerobia (Marcus, Brumell et al. 2000). Las actividades
fisiolégicas del SPI2-SST3 son mudltiples: interfiere con distintos aspectos del trafico
vesicular, impidiendo la fusion de SCV con endosomas tardios y lisosomas, evita la muerte
de la bacteria por especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno producidas por los
fagocitos, controla la dinamica de las SCV, origina la formacién de SIFs y retrasa la
destruccion apoptoética de las células infectadas (Abrahams, Muller et al. 2006).

SPI-3: El principal contribuyente en la virulencia bacteriana de esta isla esta

codificado por el operén mgtCB. MgtCB constituye un sistema de transporte de Mg2+ de
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alta afinidad, implicado en la adaptacion a limitaciones nutricionales del habitat
intrafagosdmico. La transcripcion de este operdn esta regulada por el sistema de dos
componentes phoP/Q, el cual esta codificado en un islote cromosomal (Blanc-Potard and
Groisman 1997).

SPI-4: Esta isla posee al menos 18 marcos de lectura abiertos y se propone que
codifica para un sistema de secrecién tipo 1 que media la secrecion de toxinas, sin
embargo su funcién especifica aun no ha sido esclarecida (Wong, McClelland et al. 1998).

SPI-5: Esta isla codifica para las proteinas efectoras SopB y PipA/B, que son
translocadas de manera selectiva por los dos sistemas de secrecion tipo Il implicados en
la virulencia de Salmonella. Mutaciones en genes de la SPI-5 disminuyen la respuesta
inflamatoria y secretoria intestinal de S. dublin en el ileon bovino, pero no afectan la

infeccion de ratones (Wood, Jones et al. 1998).

Un analisis basado en la secuencia genémica completa de la cepa CT18 de S. typhi,
identifico al menos otras cinco SPIs, designados desde SPI-6 hasta SPI-10 (Parkhill,
Dougan et al. 2001). SPI-6 codifica para dos operones involucrados en la produccion de
fimbrias. SPI-7 codifica para genes biosintéticos y para un operén involucrado en la
sintesis de fimbrias tipo IV. SPI-8 codifica para genes que confieren resistencia a
bacteriocinas. SPI-9 codifica para un sistema de secrecion tipo 1 y para una proteina
semejante a RTX (repeats in toxin). Y por dltimo, SPI-10 codifica para otro operén

involucrado en la sintesis de fimbrias.

4.4. c. Islotes de patogenicidad y genes aislados

Una gran variedad de genes codifican para proteinas necesarias en diferentes fases
del proceso de patogénesis y se encuentran formando parte de “islotes”. Entre ellos se
encuentran: sifA (el cual codifica para un efector del SST3 que induce la formacion de
SIFs, y por lo tanto necesario para la multiplicacion en macréfagos), pagC y msgA
(requeridos para la supervivencia en el interior de los fagosomas), iviVI (relacionado con la
adhesion e invasion de los enterocitos) y algunos genes de fimbrias (Groisman 1998).
Otros genes se encuentran de manera aislada, entre ellos los que codifican toxinas (stn,
ast), sideroforos (iroB), resistencia al estrés oxidativo (sodCl) y reguladores

tanscripcionales de distintos genes de virulencia (phoP/Q, slyA).

4.4.d. Plasmidos de virulencia

Al menos seis serotipos de Salmonella (abortusovis, choleraesuis, dublin, enteriditis,
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gallinarum/pullorum y typhimurium) poseen un plasmido de virulencia de bajo niumero de
copias (1-2 copias por célula). Si bien los plasmidos varian en su tamafio en los distintos
serotipos, todos conservan una region de 7.8 Kb, llamada el locus spv (Salmonella plasmid
virulence). Este locus tiene cinco genes designados spvRABCD que poseen un papel en la
multiplicacién intracelular de Salmonella (Guiney, Fang et al. 1995; Rotger and Casadesus
1999). Ademas, los plasmidos pueden contener otros loci como los que intervienen en la
biosintesis de fimbrias (operon pef) o en la resistencia al suero (rck y rsk), cuyos productos
desempefian papeles importantes en diferentes etapas del proceso de infeccion. También
se han identificado genes que codifican proteinas con accion reguladora, como tlpA cuyo
producto actla como termosensor, reprimiendo su propia expresion cuando se produce un

incremento en la temperatura.

4.5 Modelos de experimentacion animal

El modelo de experimentacion animal mas empleado para estudiar varios aspectos
en la interaccion patégeno-hospedador de S. typhimurium es el murino. Esta bacteria, la
cual es un patégeno natural de los roedores, desarrolla en el ratén una enfermedad
sistémica, sin diarrea, similar a la fiebre tifoidea causada por S. typhi y S. paratyphi en
humanos. Cuando se infectan lineas de ratones susceptibles (como BALB/c) con S.
typhimurium, se observa una distribucion de la bacteria en los 6rganos similar a la de S.
typhi en humanos. Los animales muestran signos de enfermedad, como fiebre, entre los 4-
8 dias post-infeccion, y en el intestino se produce un incremento en el tamafio de las
placas de Peyer y una disminucién de la mucosa ileal. En esta zona también se observa
hiperplasia folicular del tejido linfoide, trombosis capilar, hemorragias y ulceracion. En la
tltima etapa, S. typhmurium desarrolla una enfermedad sistémica donde las bacterias se
multiplican intracelularmente en los macréfagos del higado y del bazo del ratén,
produciendo hepatomegalia y esplenomegalia. La muerte de los ratones en general se
produce por lesiones del tejido hepético producida por citocinas pro-inflamatorias (Santos,
Zhang et al. 2001; Zhang, Kingsley et al. 2003).

Una limitacién del modelo murino descripto anteriormente para el estudio de la fiebre
tifoidea, es que S. typhimurium en humanos causa enteritis en vez de fiebre tifoidea.
Ademaés, algunos genes requeridos en S. typhi para causar fiebre tifoidea en humanos
estan ausentes en S. typhimurium y viceversa.

Por otro lado, en los paises desarrollados donde ya se ha erradicado la fiebre
tifoidea, es necesario disponer de modelos animales para estudiar la enterocolitis
producida por las cepas de Salmonella, lo cual es una enfermedad transmitida por los

alimentos muy frecuente. Debido a que para este tipo de estudios no es util el modelo
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murino, se utiliza al bovino como sistema. Tanto en terneros infectados de manera natural
como experimental con S. typhimurium se produce una enfermedad entérica que produce
manifestaciones clinicas y patolégicas similares a las observadas en el humano. Después
de 12-48 horas post-infeccién oral con la bacteria los terneros muestran manifestaciones
clinicas que incluyen diarrea, anorexia, deshidratacion y postracion. En general la bacteria
se autoelimina entre los 2-8 dias y la mortalidad es muy baja, solo observandose a veces

en terneros menores de 2 meses (Santos, Zhang et al. 2002).

En este capitulo se analizara la conservacion de las caracteristicas estructurales de
la proteina YqiC de S. typhimurium con respecto a la de su homélogo livA de B. abortus.

Por otro lado, se empleara el modelo de experimentacion murino para analizar la
contribucion en la relacion patégeno-hospedador del gen yqiC, mediante la inactivacién del
mismo en la cepa de S. typhimurium patégena modelo ATCC14028. También se analizara
la capacidad de infeccién y replicacion de dicha cepa en células epiteliales y macrofagicas,
asi como su comportamiento ante distintas condiciones in vitro que mimetizan las
condiciones adversas que la bacteria encuentra en el organismo hospedador durante la

infeccion.
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Materiales y métodos

4.1. Clonado del gen yqiC con fusion a histidina

El gen yqiC fue amplificado por PCR, utilizando como molde ADN gendmico de
Salmonella typhimurium ATCC 14028, con los oligonucledtidos disefiados a partir del
genoma secuenciado de Salmonella typhimurium LT2 depositado en GenBank (NC
03197), cuya secuencia se detalla a continuacibn en sentido 5 a 3"
AACCATGGTTGACCCGAAAAAAATT y TTCTCGAGCTCTTGTTGTGGATCGAC. Los
amplicones fueron clonados en pGEM-T (Promega) y luego liberados con las enzimas
Ncol y Xhol contenidas en la secuencia de los oligonucleétidos. Los fragmentos liberados
fueron clonados en el vector de expresién para E. coli pET24D (Novagene) en marco con
el promotor de T7 en el 5" y con una etiqueta de seis histidinas en el extremo 3". Las
construcciones fueron revisadas por secuenciacion nucleotidica utilizando el servicio de

secuenciacion prestado por el INTA.

4.2. Expresioén y purificacién de la proteina YqiC recombinante

La construccién en el vector pET24D conteniendo la secuencia codificante para YqiC
se introdujo en la cepa de E. coli BL21 (DE3) y se indujo la expresion proteica mediante el
promotor de T7. La expresion, purificacion y cuantificacién de la proteina en condiciones
nativas fueron realizadas de igual manera a las descriptas para livA de Brucella abortus en
el capitulo 1.

4.3. Caracterizacion estructural y andlisis de la capacidad fusogénica de YqiC

Los experimentos de crosslinking quimico, Light scattering estatico, dicroismo
circular, medidas de turbidez y del mezclado del contenido acuoso de los liposomas,
fueron realizados en las mismas condiciones a las previamente descriptas para livA en el

capitulo 1y 2 para obtener resultados comparables en ambas proteinas.
4.4. Generacion de suero policlonal dirigido contra YqiC

Para obtener suero policlonal dirigido contra YQiC se inmunizaron dos ratones
intraperitonealmente con 10 ug de proteina purificada mas adyuvante incompleto de

Freund diluido al medio. La inmunizacién se realiz6 3 veces por periodos de 1 semana y

se extrajo regularmente sangre de la cola de los ratones para obtener suero y probar su
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efectividad.

4.5. Cepas bacterianas y medios de cultivos

Salmonella typhimurium ATCC 14028 y sus derivadas S. typhimuriun ygiC::cm y S.
typhimuriun yqiC::cm complementada, fueron cultivadas en medio liquido Luria-Bertani
(LB) en agitacién o LB agar (5 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura, 10 g/l NaCl, DIFCO) a
37°C 0 28°C en el caso de S. typhimuriun ygiC::cm. En los casos que corresponde, los
antibiéticos se suministraron en las siguientes concentraciones: Kanamicina (sigma) 25

pg/ml, Ampicilina (USB) 100 pg/ml y Cloranfenicol (sigma) 10 pg/ml.

4.6. Preparacién de células competentes y transformacion

Las cepas de Salmonella se hicieron electrocompetentes y se transformaron por
electroporaciéon como se describe a continuacion. Se inocularon 100 ml de LB con 1 ml de
un cultivo saturado de Samonella y se incubd con agitacion a 37°C o 28°C, segln
corresponde, hasta llegar a una densidad optica a 600 nm de 0.5. El recipiente
conteniendo las bacterias se enfridé por 15 minutos en hielo y se centrifug6 el cultivo a 4000
rpm a 4°C por 15 min. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las bacterias en
50 ml de agua apirogénica. Este paso de lavado se repiti6 3 veces y luego se
resuspendieron las bacterias en 300 ul de agua apirogénica. Esta suspension fue
fraccionada en alicuotas de 50 pl y fue utilizada inmediatamente o guardada hasta el
momento de ser utilizada a -70°C.

Para la transformacion, las bacterias competentes se descongelaron en un bafio de
hielo y se adicion6 0.5-1 ug de plasmido o 5 ug de ADN lineal en 50 ul de bacterias. Se
incubd 5 minutos en hielo para permitir el establecimiento del contacto entre las bacterias y
el ADN. Después se colocd la suspensién en cubetas de electroporacion de 0.2 cm
estériles previamente enfriadas. Se aplicé un pulso eléctrico fijando los parametros del
electroporador (Gene Pulse/Pulse controller, BioRad Ca, USA) en 25 uF, 2.5 kV (12.4
KV/cm) y 200Q. Inmediatamente después del pulso eléctrico se agregé 1 ml de medio LB
0 SOC vy las células fueron cultivadas con agitacion constante de 200 rpm durante 1-2
horas. Posteriormente se sembraron las bacterias en placas de LB suplementadas con el
antibidtico de seleccion para obtener colonias aisladas.

4.7. Construccién de una cepa de Salmonella typhimurium mutante en el gen yqiC

La cepa de S. typhimurium ATCC14028 mutante en yqiC se obtuvo mediante la
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técnica de transduccion utilizando el bacteriéfago p22.

En primer lugar se construy6 un segmento de ADN lineal que contiene un cassete de
resistencia a cloranfenicol flanqueado por dos segmentos homdlogos al gen yqiC. Este
fragmento de ADN se construy6 por PCR utilizando como molde un plasmido pKD3, el cual
contiene el gen de resistencia a cloranfenicol, y dos oligonucleétidos que en su extremo 3°
hibridan con el cassette CmR y en el extremo 5™ presentan secuencias complementarias al
gen yqiC. La secuencia de los oligonucledtidos se detalla a continuacion en orientacion 5
a 3" y se marca con azul las bases homologas a yqiC y en negro las que hibridan con el
cassete CmR:
CGCACTACAATAAGAGCTAACACTTACCAGTTCAGGGAAAGTGTAGGCTGGAGCTGCT
TCGTGGATCGACTGGCGGAATGGCGGGCGCAGGTTTTACTTCTCATATGAATATCCTC
CTTA

Posteriormente se transform6 la cepa de Salmonella LB5010/pKD46 por
electroporacién con 5 pg del ADN lineal desalado. La cepa LB5010 tiene una alta
eficiencia de transformacion debido a que carece de los tres sistemas de restriccion
normalmente presentes en Salmonella enterica (Bullas L. R. 1983). El plasmido pKD46 es
termosensible y presenta los genes gam, bet y exo del fago A bajo el control de un
promotor inducible por arabinosa, cuyos productos génicos evitan la degradacion del ADN
lineal por la nucleasa RecBCD de la bacteria y facilitan la recombinacién de éste en el
cromosoma (Datsenko K A 2000).

La preparacion de células LB5010/pKD46 competentes se llevdé a cabo como se
describié anteriormente, excepto que los cultivos fueron crecidos a 30°C y con 20 mM de
arabinosa.

La presencia de la mutacion deseada en los transformantes fue confirmada por PCR
de colonia y finalmente la mutacion obtenida fue transducida a la cepa de S. typhimurium
salvaje ATCC14028 con el bacteri6fago P22. La cepa de S. typhimurium ATCC14028
mutante en yqiC, fue llamada S. typhimurium yqiC::cm, y la mutacién se confirmé por PCR
y la ausencia de expresion de la proteina fue monitoreada por western blot utilizando un

suero policlonal dirigido contra YqiC.

4.8. Complementacion de S. typhimurium yqgiC::cm con yqiC salvaje

La cepa de S. typhimurium yqiC::cm se complement6 en trans con el gen yqiC
salvaje clonado en el vector de amplio rango de huésped y de bajo numero de copias
pBBR1MSC que contiene resistencia a kanamicina y es replicativo en Salmonella spp.

Para ello se amplific6 una zona de 1210 pb del ADN cromosomal de S. typhimurium

ATCC14028 que contiene el gen ygiC con su promotor nativo. Los oligonucledtidos
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utilizados para la amplificacion son los siguientes, escritos en sentidos 5 a 3":
GGCTTCAATGGTCACGGTAA y GCAATATGGACGAGGAGCATC. ElI producto de
amplificacion fue clonado en el plasmido pGEM-T easy, liberado posteriormente con la
enzima EcoRlI y clonado en el mismo sitio del pldsmido pBBR1MSC.

La construccion obtenida fue transformada en células S. typhimurium ygiC::cm
electrocompetentes. Las bacterias complementadas con el plasmido fueron seleccionadas
en placas de LB suplementadas con los antibidticos cloranfenicol y kanamicina y la

sobrexpresion de la proteina YqiC fue monitoreada por Western blot.

4.9. Ensayos de virulencia en ratones BALB/c

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de edad, provistos
por el bioterio del CICVyA del INTA-Castelar. Para la obtencion del in6culo bacteriano, las
cepas a ensayar se cultivaron en medio LB con agitacibn a 28°C o 37°C, segun
corresponde, hasta llegar a saturacion. Luego los cultivos fueron centrifugados, lavados
tres veces con buffer PBS y finalmente resuspendidos en 2 ml de PBS estéril. Se midi6 la
densidad Optica de la solucidn y se calculd la dilucién que se debe realizar para obtener la
cantidad de bacterias requeridas por cada ensayo teniendo en cuenta que una OD a 600
nm de 0.8 corresponde a aproximadamente 1x109 UFC/ml. Posteriormente la cantidad
exacta de bacterias inoculadas fue calculada por plaque de diluciones.

Se utilizaron grupos de 5 a 7 ratones, los cuales fueron inoculados en forma
intraperitoneal o intragéastrica. Se registré la mortandad de los ratones durante 30 dias e
inmediatamente después de producida la muerte se les extrajo los bazos para realizar el
conteo de las UFC. Los bazos fueron homogenizados utilizando poters en 5 ml de PBS 1X.
La carga total de bacterias por bazo se determiné por diluciones seriadas de los

homogenizados y plagueo en LB suplementado con los antibidticos correspondientes.

4.10. Curvas de crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano se graficd en curvas de densidad dptica medidas a 600 nm
en funcion del tiempo en horas. La DO se midi6 periédicamente cada 1-2 horas hasta
llegar a fase estacionaria. Para las curvas de crecimiento en funcién de la temperatura, se
realizo una dilucion 1/100 en 50 ml de medio LB a partir de un cultivo bacteriano crecido a
saturacion. Posteriormente, el cultivo se incubd con agitacion a 200 rpm en estufas a 28°C,
37°C o0 42°C.

Para las curvas de crecimiento en medio minimo, 1 ml de cultivos saturados en LB de

las cepas de Salmonella a ensayar fueron centrifugados y lavados 3 veces con PBS para
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eliminar los restos de medio rico, y utilizados para inocular 50 ml de medio minimo para
Salmonella (10 gr/l de sales para medio minimo M9 suplementado con 0.4% p/v de
glucosa como fuente de carbono y 0.0025 gr/l de casaaminoécidos. Posteriormente se
incubo en agitacién a 28°C.

Para realizar las curvas de crecimiento en pH acido, se realiz6 una dilucién 1/100 a
partir de cultivos saturados de la cepas de Salmonella en 50 ml de medio LB llevado a pH

4 con &cido clorhidrico 1N, y se incubd con agitacion a 28°C.

4.11. Infeccién y replicacion intracelular

Células de la linea de macréfagos J774 o de la linea de células epiteliales HelLa se
cultivaron en placas de 24 pocillos con medio DMEM + 5% de suero fetal bovino (SFB)
(GIBCO), a 37°C con atmadsfera al 5% de CO2, hasta alcanzar una confluencia de 80%, lo
gue equivale a aproximadamente 5x105 células por pocillo. En este punto se lavaron las
células tres veces con PBS estéril y se realizo la infeccion con las cepas de Salmonella
estudiadas por triplicado con una multiplicidad de infecciéon aproximadamente igual a 10.
La preparacion de las bacterias y la cuantificacion de las mismas se realizaron como se
describié previamente para la infeccion de ratones. Se permitié la fagocitosis de las
bacterias durante 1 hora a 37°C con atmdsfera al 5% de CO2. Transcurrido el tiempo de
incubaciéon el medio de cultivo se reemplazé por DMEM + 5% SFB con 50 ug/ml de
gentamicina (GIBCO) para eliminar las bacterias extracelulares remanentes. Luego de 1 h
el medio se reemplazé con DMEM + 5% SFB conteniendo 10 ug/ml de gentamicina y a
partir de este punto se empez6 a contabilizar el tiempo de infeccién. Transcurrido 1, 6 y 24
h post infeccion las monocapas se cosecharon y se lisaron con 0.1% de Triton X-100
diluido en buffer PBS. El nimero de bacterias sobrevivientes se determiné por diluciones
seriadas y plaqueo en LB agar con o sin antibiéticos, segun corresponde. Las placas de S.

typhimurium ygiC::cm se cultivaron a 28°C y el resto a 37°C.
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Resultados

4.1. Analisis bioinformético

La proteina YqiC de S. typhimurium pertenece al grupo de proteinas ortélogas 2960
al que también pertenece livA de Brucella abortus. Al igual que todos los miembros del
COG 2960, YgiC estd anotada como una proteina de funcién desconocida. Ambas
proteinas comparten entre si 22% de residuos idénticos y 46.5% sumando los residuos
idénticos y los similares en cuanto a carga y polaridad, como se puede observar en la
figura 4.1A. YqiC posee 99 aminodcidos, un peso molecular de 11.5 KDa y un punto
isoeléctrico acido (PI1=4.96). El punto isoeléctrico &cido es caracteristico en la mayoria de
los miembros del COG2960, mientras que el Pl basico de la proteina livA de Brucella spp.
parece ser una excepcion.

Mediante diversos programas de prediccion de estructura secundaria se infiere que la
proteina estd conformada de 66-77% de a-hélices, las cuales estan distribuidas en dos
regiones, una en la mitad N-terminal y la otra en la C-terminal. La a-hélice predicha en la
region N- terminal de YqiC comprende desde los residuos 4 o 5 hasta 43 0 44, y en
algunos programas esta hélice se predice como continua mientras que en otros se observa
una interrupcion entre los residuos 18 y 23 o 24, probablemente debido a la presencia de
un residuo de prolina en esta regién (Figura 4.1B). En una representacion helical wheel de
esta region (Figura 4.1C) se puede observar que la hélice posee una distribucion de los
residuos polares y no polares asimétrica, constituyendo una a-hélice anfipética, lo cual es
una caracteristica conservada con livA de B. abortus y muchas otras proteinas del
C0OG2960, como las de Escherichia coli, Shewanella oneidensis, Rhodopseudomonas
palustris, Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Bordetella pertusis,
Sinorhizobium meliloti, Agrobacterium tumefaciens, etc.

Por otro lado la a-hélice que involucra los residuos 49 a 79 o 81 de la regién C-
terminal posee probabilidad de formar una estructura coiled-coil. Esta prediccion es
conservada practicamente en todas las proteinas pertenecientes al COG2960. Utilizando
el programa Multicoil que, ademéas de calcular la probabilidad de cada aminoécido de
formar parte de una estructura coiled-coil, estima el estado de oligomerizacion, se predice
que la region C-terminal de YqiC tiene mayor probabilidad de formar un coiled-coil
trimérico (0.27) que dimérico (0.19). Del mismo modo que en livA, se conserva el motivo
de trimerizacién descripto para proteinas coiled-coil pequefias (R-h-x-x-h-E), aunque solo

se presenta una vez entre los residuos R72 a E77.
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4.2. Caracterizaciéon estructural

Con el objetivo de caracterizar estructuralmente a YqiC y de comparar los resultados
obtenidos con los de livA de B. abortus, se clon6 el ORF que codifica para YqiC a partir del
DNA cromosomal de S. typhimurium cepa ATCC 14028 en un vector de expresion para E.
coli. La proteina se expreso fusionada a una etiqueta de seis histidinas y se purificé en
condiciones nativas, de manera similar a lo ya descripto para livA, para ser utilizada en
ensayos posteriores.

En primer lugar, se analiz6 el estado de oligomerizacion de la proteina, utilizando las
técnicas de cross-linking quimico y de light scattering estético. En la figura 4.2A se
presenta un SDS-PAGE que contiene la proteina YQiC incubada con distintas
concentraciones del cross- linking etilen-glicol-bis (succidimil succinato) (EGS), en donde
se pueden observar productos de pesos moleculares correspondientes a la formacion de
dimeros y trimeros. Por otro lado, en el cromatograma de YqiC, monitoreado por light
scattering estéatico e indice de refraccion, se observa un pico homogéneo que corresponde
a una proteina de 40.2 KDa, lo que concuerda con la formacion de trimeros (el PM del
monomero de YqiC fusionado a histidina es 12.5 KDa) (Figura 4.2B).

En segundo lugar, se estudio el contenido de estructura secundaria de YqiC y los
cambios conformacionales producidos ante el agregado de distintos aditivos, por
espectroscopia de dicroismo circular, utilizando las mismas condiciones que se
describieron previamente para livA. El espectro de CD de YqiC es caracteristico de
proteinas donde predominan las estructuras a-hélices (Figura 4.3A). Mediante el analisis
del espectro de CD con el programa K2D se calculd que el porcentaje de a-hélice de YqiC
es 63% (Tabla 4.1). Este porcentaje es similar al estimado por los programas de prediccién
de estructura secundaria (66-77%). Por lo tanto, a diferencia de lo que ocurre en livA, la
proteina YqiC presenta tanto la hélice C-terminal como la N-terminal estructuradas en
buffer Tris/HCI pH 8.0.

Por otro lado, se realiz6 la medida de la estabilidad térmica de YqiC en buffer
Tris/HCI pH 8.0, monitoreando la elipticidad molar de la proteina a 222 nm en funcién de la
temperatura. Se obtuvo una temperatura de melting aparente de 68°C, la cual es
ligeramente superior a la descripta para livA (Figura 4.3B).

Debido a que en livA se producen cambios en la conformacién y estabilidad de la
proteina en presencia de distintos aditivos, como fosfato de sodio, sulfato de sodio, cloruro
de sodio, pH &cido, SDS y vesiculas fosfolipidicas, se decidi6 analizar si estas mismas
condiciones producen algun efecto sobre la estructura y estabilidad térmica de YqiC. Para
ello se obtuvo espectro de dicroismo circular y la curva de desnaturalizaciéon térmica de

YqiC en cada condicion. En la tabla 4.2 se muestra el incremento en la elipticidad molar a
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222 nm de YqiC en cada condicién con respecto a la sefial a 222 nm previamente
obtenida en buffer Tris/HCI pH 8.0 y la temperatura de melting aparente. Como se puede
observar, ninguna de las condiciones ensayadas incremento la elipticidad molar a 222 nm,
excepto en el caso de presencia de fosfato de sodio y vesiculas fosfolipidicas, donde se
produce un ligero incremento de la sefial. Estos resultados sugieren que la o-hélice
anfipética predicha en el N-terminal se encuentra formada en la condicién basal, por lo que
no es inducida por cambios en el entorno como la a-hélice N- terminal de livA de Brucella
abortus. Es interesante notar que, si bien no se producen cambios conformacionales
significativos en el contenido de estructura secundaria de YqiC ante la presencia de los
distintos aditivos, si se produce un incremento en la estabilidad de la proteina en presencia
de los iones fosfato, sulfato y cloruro. De igual manera que en livA, el ion fosfato es el que
produce el mayor incremento en la estabilidad térmica, lo que sugiere que este ion o0 un

sustrato que lo contiene en su estructura, cumple un rol importante en la funcion de estas

proteinas.
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Figura 4.2. Analisis de la estructura cuaternaria de YqiC. (A) Cross-linking quimico de YqiC.
Los productos de cross-linking fueron separados en un SDS-PAGE y tefiidos con Coomassie
Brilliant Blue R250. Los pesos moleculares de los patrones se muestran al costado del gel. Los
nimeros sobre las calles indican la concentracion del crosslinker EGS adicionada a cada
reaccion. (B) Cromatografia de filtracion molecular en el que se mide la sefial de indice de
refraccion o de ligth scattering estatico (en unidades arbitrarias) de cada proteina en funcion del
tiempo de elucién. Se indica en el cromatograma la masa calculada para cada proteina.

(A) (B)
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Figura 4.3. Estructura secundaria y estabilidad térmica de YqiC. (A) Espectro de dicroismo
circular en el UV lejano de YqiC en buffer TrissTHCI pH 8.0 a 20°C. (B) Curva de
desnaturalizacion térmica en Tris/HCI pH 8.0 obtenida por la medida de Ila elipticidad molar a
222 nm en funcién de la temperatura. La temperatura de melting estimada fue 68°C.

Tabla 4.1. Porcentaje de estructura secundaria de YqiC calculado con el programa K2D a
partir del espectro de CD en Tris/HCI pH 8.0.

Porcentaje de cada

estructura
a-hélice 63
Hoja p 6
Random coil 30

Tabla 4.2. Incremento de la sefial de CD a 222 nm de YqiC en presencia de distintos

aditivos con respecto a la sefial de la proteina en Tris/HCI pH 8.0 y temperatura de
melting en cada condicion.

*nd indica que la Tm no pudo ser medida, debido a la produccion de una curva de
desnaturalizacién no cooperativa.
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Incremento de Temperatura de

elipticidad molar a melting (°C)
222 nm (%)
0.4 M fosfato de sodio, pH 8.0 9.9 87
0.4 M sulfato de sodio, pH 8.0 0 80
1.2 M cloruro de sodio, pH 8.0 0 75
50 mM acetato de sodio, pH 4.0 0 62
5 mM SDS, pH 8.0 0 nd*
250 uM SUV-PA:PC, pH 8.0 11.4 68

4.3. Estudio de la capacidad fusogénica de YqiC

Como se describié en el capitulo 2, la funcion bioquimica in vitro atribuida para la
proteina livA de Brucella es la capacidad de fusionar liposomas, tanto a pH neutro como
acido. Dado que la proteina YqgiC de Salmonella conserva las caracteristicas estructurales
béasicas de livA, como trimerizar, poseer una a-hélice anfipatica y una hélice coiled-coil, se
decidi6 analizar si también conserva la capacidad de fusionar liposomas.

Para llevar a cabo tal objetivo se ensay6 la capacidad de YqiC de fusionar vesiculas
unilamelares pequefias compuestas de 25% de DPPA y 75% de DPPC, construidas a pH
8.0 0 4.0, midiendo el incremento de la turbidez de los liposomas y la induccién del
mezclado del contenido acuoso ante el agregado de proteina.

Como se observa en la figura 4.4, YqgiC es capaz de aumentar la turbidez e inducir el
mezclado del contenido acuoso de los liposomas, aunque de una manera MAas
dependiente del pH que livA. Si bien el pH 6ptimo para que livA fusione liposomas es 4.0,
también produce fusion significativa a pH 8.0, mientras que en Y(qiC el aumento de la
turbidez y el mezclado del contenido acuoso a pH 8.0 es mucho menos significativo que el
de pH 4.0. Por otro lado, la capacidad fusogénica de la proteina de Brucella es mayor que
el de la proteina de Salmonella, dado que el porcentaje méximo de mezclado del
contenido acuoso de los liposomas a pH 4.0 ante el agregado de livA es aproximadamente
20% y el de YqiC es 12%.

A B
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Figura 4.4. Medidas de la turbidez (A) y del mezclado del contenido acuoso (B) de liposomas
en funcion del tiempo, después del agregado de YqiC. Se utilizaron vesiculas unilamelares
pequefias compuestas de 75% de DPPC y 25% de DPPA formadas a pH 4.0 o 8.0. pH 8.0
corresponde a 50 mM de Tris/HCI pH 8.0 y pH 4.0 a 50 mM de acetato de sodio pH 4.0. La
proporcion lipido/proteina utilizada fue 100/1. Las medidas se tomaron por duplicado y los
experimentos se realizaron dos veces en forma independiente.
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4.4. Construccién y evaluacion de la virulencia de una cepa de Salmonella

typhimurium deficiente en YqiC

Como se describié en la introduccion general, la mutacién del gen iivA en Brucella
spp. produce una severa atenuacion de la virulencia de la bacteria en el sistema de
experimentaciéon murino. Debido a que Salmonella typhimurium es también una bacteria
intracelular facultativa patégena, se decidié determinar si el gen ygqiC homodlogo a iivA
también esta involucrado en la virulencia bacteriana. Para llevar a cabo tal objetivo, se
construy6 la cepa S. typhimurium yqiC::cm, derivada de S. typhimurium ATCC14028. Esta
cepa posee un cassette de resistencia a cloranfenicol insertado en el gen yqiC, para
inactivar la sintesis de la proteina YqiC (Figura 4.5). En la figura 4.6 se muestra un western
blot, revelado con un anticuerpo dirigido contra la proteina YqiC, de lisados proteicos
pertenecientes a la cepa mutante S. typhimurium ygiC::cm, la cepa salvaje S. typhimurium
ATCC 14028 y a una cepa de S. typhimurium yqiC::cm complementada en trans con yqiC
salvaje. La cepa complementada se construy6 por transformacion de la cepa mutante con
un plasmido de bajo nimero de copias replicativo en Salmonella spp. que posee al gen
yqiC salvaje y regiones flanqueantes, de manera de asegurarse que la proteina se
transcriba con su propio promotor. En el western blot se puede observar que la insercion
del cassette de cloranfenicol en la cepa S. typhimurium yqiC::cm impide la sintesis de la
proteina YgiC y que la cepa complementada en trans sobreexpresa la proteina con
respecto al nivel basal de expresion de la cepa salvaje (Figura 4.6).

Con el fin de determinar la virulencia de las cepa S. typhimurium yqiC::cm, se
infectaron ratones BALB/c con diferentes dosis de la cepa mutante y de la cepa salvaje S.
typhimurium ATCC 14028 de forma intraperitoneal. Las cepas de S. typhimurium virulentas
producen la muerte de los ratones infectados. Una manera de medir el grado de virulencia
de una cepa de S. typhimurium es determinando la dosis letal 50 (DL50) de la misma, esto
es, la cantidad de bacterias necesarias para producir la muerte de la mitad de los ratones
inoculados. En la tabla 4.3 se muestra la cantidad y el tiempo de muerte de grupos de 6 o
7 ratones BALB/c inoculados con dosis crecientes (desde 10 hasta 1x105 UFC/ratén) de
S. typhimurium ATCC 14028 o S. typhimurium yqiC::cm. Se observa que mientras que la
DL50 de la cepa salvaje es menor a 10, la de la cepa mutante no se pudo determinar,
dado que es superior a las dosis ensayadas (LD50 mayor a 1x105).

Posteriormente, se realizd otro experimento inoculando ratones BALB/c en forma
intraperitoneal, con dosis de 5x105 UFC/ratdn, en el que se incluyo ademas de la cepa
salvaje y la mutante en yqiC a la cepa complementada en trans con yqiC salvaje. Como se
observa en la tabla 4.4, la complementacion en trans de la cepa S. typhimurium yqiC::cm

con yqiC salvaje permite recuperar la virulencia de la misma a niveles similares a los de la
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cepa salvaje.

S. typhimuriun puede invadir y multiplicarse en distintos 6rganos del raton; tales
como: bazo, higado y placas de peyer. Por lo tanto, después de producida la muerte de los
ratones o luego de 20 dias en el caso de los ratones infectados con la cepa mutante, se
extrajo el bazo de los ratones, se los homogenizo y se plaquearon diluciones seriadas de
los mismo de manera de poder determinar la cantidad de bacterias por bazos. Tanto en la
cepa salvaje como en la complementada se recuperaron aproximadamente 1x109
UFC/bazo, mientras que en los bazos de los ratones infectados con la cepa mutante no se
recuperaron bacterias o solo se extrajeron 1x101 o 1x102 UFC/bazo (Figura 4.7).

Por dltimo, dado que la via natural de infeccién de Salmonella es por medio de la
ingestion de la misma, se ensay6 la virulencia de las cepas en estudio en ratones BALB/c
inoculados de forma intragéstrica con 1x105 UFC/raton de cada bacteria. En la figura 4.8A
se observa que por esta via de inoculacion las cepas S. typhimurium ATCC 14028 y S.
typhimurium yqgiC::cm complementada en trans con yqiC salvaje, son capaces de producir
la muerte de los ratones en un promedio de 12-14 dias post inoculacion. Por otro lado, la
cepa S. typhimurium yqiC::cm no produce la muerte de ninguno de los ratones, aun 30
dias después de la inoculacién. Inmediatamente después de la muerte de cada ratén o a
los 30 dias post infeccion en el caso de los ratones inoculados con la cepa mutante, se
extrajo el bazo de los mismos y se los procesd, de manera de poder obtener las unidades
formadoras de colonia por bazo. Se observaron recuentos bacterianos similares a los de la

experiencia en que los ratones fueron inoculados de forma intraperitoneal (Figura 4.8B).

STMS19!:1>'| ygik :>

Figura 4.5. Distribucién de los marcos abiertos de lectura de la zona de Salmonella
typhimurium que contiene al gen yqiC y lugar de insercidon del cassette de resistencia a
cloranfenicol. Los ORF son indicados segun el genoma secuenciado de S. typhimurium LT2 y
se mantienen en escala los tamafios y distancias de los mismos. Los productos de cada ORF
estan descritos en el GenBank como: proteina involucrada en la formacion de enlaces disulfuro
putativa (STM3193), disulfuro oxidoreductasa putativa (STM3194), 3,4-dihydroxy-2-butanone-4-
fosfato sintasa (ribB), proteina hipotética (yqiC), proteina de sintesis de glicégeno (glgS),
proteina de membrana interna putativa (STM3198) y proteina hipotética (yqiK).
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Figura 4.6. Expresion de la proteina YqiC en las cepas S. typhimurium yqiC:Cm, S.
typhimurium ATCC 14028 y S. typhimurium yqiC::cm complementada en trans con yqiC
salvaje. Se muestra un western blot de los extractos proteicos de cada cepa, en el que se
utilizo un anticuerpo policlonal dirigido contra YqiC.

Tabla 4.3. Muerte de ratones BALB/c inoculados con distintas dosis de S.
typhimurim ATCC 14028 o S. typhimurium yqiC::cm. Se indica la dosis de bacteria
utilizada para la inoculacion intraperitoneal de grupos de 6 o 7 ratones y la cantidad
de ratones de cada grupo que murieron. Entre paréntesis se indica el tiempo

promedio en dias que tardo en producirse la muerte.

Ratones muertos/ Nimero total de ratones

(tiempo de muerte promedio en dias)

Dosis
S.t. ATCC14028 S. t ygiC::cm
(UFC/raton)

1x10 3/7 (6) 0/7
1x10° 717 (6.7) 0/7
1x10° 6/6 (5.5) 0/6
1x10* 6/6 (4.5) 0/6
1x10° 6/6 (4) 0/6
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Tabla 4.4. Cantidad de ratones muertos y tiempo promedio de muerte de grupos de 5
ratones inoculados intraperitonealmente con 5x105 UFC/ratén de las cepas de S.

typhimurium salvaje, mutante en yqiC y complementada.

Ratones muertos/ Nimero total de ratones

(tiempo de muerte promedio en dias)

S. . ATCC 14028 5/5 (3)
S. t. ygiC::em 0/5
S.t. ygiC::cm
5/5 (3.5)
complementada
10 7
g —

Logw UFC/Bazo
(41

Figura 4.7. Logaritmo de las unidades formadoras de colonia por bazo promedio de los

ratones inoculados intraperitonealmente con 5x105 UFC/ratén de cada cepa mostrada en la
tabla anterior. Se indican las barras de error estandar.
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Figura 4.8. Virulencia de las cepas S. typhimurium ATCC 14028, S. typhimurium yqiC::cm y S.
typhimurium yqiC::cm complementada en trans con yqiC salvaje, inoculadas en forma
intragastrica. Se utilizaron grupos de 5 ratones que fueron inoculados con 1x105 UFC de cada
cepa en forma intragastrica. (A) Seguimiento de la muerte de los ratones en el tiempo
expresado como el porcentaje de supervivencia, o sea, el porcentaje de ratones que
permanece vivo con respecto al total. (B) Promedio del logaritmo de las unidades formadoras
de colonia de los bazos extraidos de los ratones inmediatamente después de su muerte +/- el
error estandar.

4.5. Estudio del comportamiento in vitro de la cepa de S. typhimurium mutante en

yqiC

Al ingresar al organismo y aun una vez que se encuentra en el medio intracelular,
Salmonella debe atravesar diversas condiciones adversas para eludir los sistemas de
defensa del hospedador. Para sobrellevar estas condiciones adversas la bacteria expresa
diversos factores de virulencia y es dificil establecer el motivo por el cual una cepa
atenuada se comporta como tal. Con el objetivo de discernir los mecanismos por los
cuales la cepa S. typhimurium yqiC::cm se comporta como avirulenta, se analizo el
comportamiento de la misma, en comparacion con la cepa salvaje y la complementada, en
distintas condiciones de crecimiento in vitro que mimetizan a las encontradas en el
organismo hospedador, como temperaturas elevadas, medio carente de nutrientes y pH
acido.

Se ha descripto que algunas cepas de Salmonella atenuadas son sensibles a

temperaturas elevadas, por lo que se decidi6 analizar la sensibilidad a la temperatura de la
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cepa de Salmonella deficiente en ygiC (Giacomodonato, Sarnacki et al. 2004; Mo, Peters
et al. 2006; Liu, Karavolos et al. 2007; Lewis, Skovierova et al. 2008). Con tal fin, se
realizaron curvas de crecimiento de S. typhimuriun ygiC::cm, S. typhimurium ATCC 14028
y S. typhimurium yqgiC::cm complementada, en medio liquido LB a distintas temperaturas.
En la figura 4.9 se observan las curvas de crecimiento de las tres cepas ensayadas,
monitoreadas por medio de la toma de la densidad Optica a periodos regulares de tiempo,
crecidas con agitacién a 28 °C, 37 °C o 42°C. Las curvas de crecimiento a 28°C son
similares en las tres cepas, mientras que a 37°C la cepa mutante en yqiC disminuye su
velocidad de crecimiento y llega a niveles de saturaciébn menores a los de la cepa parental
y la complementada y a 42°C practicamente se anula su crecimiento. Estos resultados
demuestran que la anulacién del gen yqiC afecta la resistencia a temperatura elevadas de
Salmonella typhimurium y esta sensibilidad térmica es restaurada por la complementacion
en trans con yqiC salvaje.

Otra condicion que deben sobrellevar las bacterias intracelulares es la carencia de
nutrientes en su nicho replicativo, por lo que muchas veces la atenuacion de algunas
cepas se puede explicar por la mutacion en genes que codifican para enzimas metabdlicas
y de sintesis de compuestos esenciales, como por ejemplo las cepas deficientes en la
sintesis de compuestos arométicos (cepas Aro-) (Smith, Reina-Guerra et al. 1984). Para
testear esta posibilidad se realizaron curvas de crecimiento de las bacterias en un medio
minimo para Salmonella con glucosa como fuente de carbono a 28°C. En la figura 4.10A
se muestra la curva de crecimiento en dicha condicion, observandose que la mutacién de
yqiC no afecta el crecimiento en medio minimo de la bacteria.

Por ultimo, se analiz6 el crecimiento de las cepas de Salmonella a pH acido. Las
bacterias deben sobrellevar el pH &cido al pasar por el aparato gastrico del hospedador y
cuando se encuentran en el interior del macroéfago. Debido a que Salmonella es capaz de
crecer a pH acido, se realizaron curvas de crecimiento a 28°C con agitacion en medio LB
liquido cuyo pH fue disminuido a 4 mediante el agregado de acido clorhidrico. Las tres
cepas de Salmonella son capases de crecer a pH 4 y de llegar a iguales niveles de
saturacion, si bien la cepa deficiente en yqiC disminuyé ligeramente su velocidad de

crecimiento (Figura 4.10B).
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Figura 4.9. Sensibilidad a la temperatura. S. typhimurium ATCC 14028, S. typhimurium
yqgiC::cm y S. typhimurium ygiC::cm complementada, fueron crecidas en medio LB con
agitacion en estufas a 28°C, 37°C o 42°C. El crecimiento fue monitoreado por medidas
periodicas de la densidad 6ptica a 600 nm. Se muestra el resultado de 1 de 3 curvas realizadas
gue arrojaron resultados similares.
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Figura 4.10. Curvas de crecimiento en medio minimo (A) y en LB a pH 4 (B) de S. typhimurium
ATCC 14028, S. typhimurium yqgiC::cm y S. typhimurium yqiC::cm complementada. Los cultivos
fueron crecidos con agitacion constante a 28°C. El crecimiento bacteriano fue monitoreado por
medidas periddicas de la densidad 6ptica a 600 nm. Se muestra el resultado de 1 de 3 curvas
realizadas que arrojaron resultados similares.

4.6. Estudio de la replicacion intracelular de S. typhimurium yqgiC::cm
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Salmonella es una bacteria intracelular facultativa, capaz de invadir y replicarse en
células epiteliales, células M, células dendriticas y macréfagos. Debido a que la correcta
invasion y multiplicacion dentro de la célula eucariota hospedadora es esencial para que la
bacteria ejerza su patogenia, se analizé la infeccion y supervivencia de S. tiphimurium
yqiC::cm en comparacion con la cepa salvaje y la complementada en células epiteliales y
macrofagicas.

Para evaluar la infecciébn en macrofagos se utilizé la linea celular de macréfagos
murinos J774 y como modelo de células epiteliales se utilizé la linea de células epiteliales
humanas HelLa. Se utilizaron placas de 24 pocillos conteniendo células J774 o HelLa a
80% de confluencia, las cuales se infectaron por triplicado con las cepas de Salmonella a
estudiar utilizando una multiplicidad de infeccion (moi) de 10. Posteriormente, se lisaron las
células a los tiempos correspondientes a 1, 6 y 24 horas post infeccion para realizar el
recuento de las unidades formadoras de colonias por mililitro. En ambos tipos celulares no
se observan diferencias significativas, ya sea en la capacidad de infeccibn o en la
supervivencia, de la cepa mutante con respecto a la cepa salvaje o a la complementada
(figura 4.11).
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Figura 4.11. Replicacion intracelular de S. typhimurium ATCC 14028, S. typhimurium yqiC::cm
y S. typhimurium yqiC::cm complementada, en la linea celular de macréfagos murino J774 y de
células epiteliales humanas Hela. El recuento de las UFC se realizo a 1, 6 y 24 horas post
infeccién. Se utilizo una moi de 10. Se presenta el promedio del logaritmo de las UFC/ml
obtenidas por triplicado +/- los errores estdndares. Se muestra el resultado de uno de tres
experimentos individuales, los cuales arrojaron resultados similares.
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Discusioén

En la primera parte de este capitulo se realiz6 la caracterizacion estructural y
bioguimica de la proteina YqiC de Salmonella typhimurium. A pesar de que YqiC solo
conserva 22% de identidad con su proteina homologa en B. abortus, livA, las
caracteristicas estructurales son similares en ambas proteinas. Al igual que livA, YqiC es
una proteina trimérica, en la que se predice la formacion de una a-hélice coiled-coil en la
region C-terminal y de una a-hélice anfipética en la region N-terminal. El porcentaje de a-
hélice estimado por dicroismo circular indica que la a-hélice N-terminal de YqiC ya se
encuentra formada en la condicion basal, a diferencia de su homélogo en Brucella donde
la region N-terminal se encuentra no estructurada a pH neutro y la formacion de la a-hélice
anfipatica es inducida por la presencia de vesiculas fosfolipidicas, SDS, pH &cido y
distintos iones.

El andlisis de la secuencia de YQiC con el programa Paircoil, predice que el C-
terminal es la region de la proteina que esta involucrada en la trimerizacion. Al igual que
en livA, esta zona conserva el motivo de trimerizacion tipico de proteinas coiled-coll
pequefas, aunque lo presenta una sola vez en lugar de dos veces como en su homaologo
(Kammerer, Kostrewa et al. 2005). Teniendo en cuenta estos datos se construyé un
modelo para la estructura coiled-coil trimérica que produciria la interaccion de la a-hélice
C-terminal consigo misma, el cual se muestra en la figura 4.12. Como se puede observar
en el modelo propuesto, el trimero estaria estabilizado por tres interacciones
electroestéaticas que involucran a los residuos R49, E70 y E77 de la posicion e del coiled-
coil y E51, R72 y R79 de la posicion g. Por otro lado, se evidencia en el modelo la
presencia de dos residuos polares en la posicion d del core hidrofébico del coiled- coil. La
presencia de residuos polares en las posiciones a y d del core hidrofébico de las hélices
coiled-coil es observada frecuentemente con una prevalecia de aproximadamente 20%
(Yu 2002). Es particularmente llamativa la presencia de glutamina en la posicion d (Q55),
dado que al igual que la asparagina de la posicion a del coiled-coil C-terminal de livA, este
residuo es capaz de formar puentes de hidrégenos entre hélices enfrentadas. Mientras que
los residuos de asparagina son mas frecuentemente encontrados en el interior de coiled-
coils diméricos, el residuo de glutamina es aproximadamente tres veces mas frecuente en
coiled-coils triméricos (Woolfson and Alber 1995; Wolf, Kim et al. 1997). Se ha descripto
que los residuos polares contenidos en el interior del core hidrofobico de los coiled-coils a
menudo contribuyen a la especificidad del plegamiento de las proteinas, tanto
determinando el estado de oligomerizacion como la orientacion de la hélice, a expensas de
disminuir la estabilidad de la misma (Harbury, Zhang et al. 1993; Lumb and Kim 1995;

Eckert, Malashkevich et al. 1998). Por otro lado, se ha descripto que proteinas coiled-coil
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triméricas con residuos polares en el interior pueden coordinar un ion cloruro en el mismo,
por ejemplo: el coiled-coil trimérico de la proteina de membrana del virus de la leucemia
murina, posee en su interior residuos de asparagina que pueden interaccionar con un ion
cloruro (Fass, Harrison et al. 1996). De manera similar, la proteina heterotrimérica ABC y
una mutante trimérica de GCN4 (GCN4-plQIl) poseen en su interior residuos de glutamina
gue pueden interaccionar con un ion cloruro (Nautiyal, Woolfson et al. 1995; Eckert,
Malashkevich et al. 1998).

Si bien YqiC no presenta cambios conformacionales ante la presencia de iones
fosfato, sulfato y cloruro, si presenta una marcada estabilizacién ante la desnaturalizacién
térmica en presencia de los mismos, siendo fosfato el ion que produce mayor efecto. El ion
fosfato también produce una marcada estabilizacion de livA de Brucella, por lo que es
interesante analizar si la presencia de asparagina y glutamina en el interior de estas
proteinas podria estar involucrada en una interacciébn con los iones mencionados,
produciendo la estabilizacion de las mismas. Como se puede observar en la figura 3.2 del
capitulo 3 el residuo de glutamina, que en YqiC se halla en la posicion 55, es altamente
conservado en los miembros del COG 2960 lo que denota la importancia del mismo.

La funcién bioquimica atribuida para livA in vitro es la de fusionar membranas
fosfolipidicas, del mismo modo YqiC es capaz de fusionar membranas provista por
liposomas, aunque de una manera méas dependiente del pH que en la proteina de Brucella.
Al igual que las bacterias del genero Brucella, Salmonella spp. son patdgenos
intracelulares facultativos, capaces de replicarse en el interior de células epiteliales y
macrofégicas, dirigiendo el trafico intravesicular de manera de evitar la fusion de las
vacuolas que contienen Salmonella con el lisosoma.

El segundo objetivo planteado en este capitulo fue la construccion de una cepa de S.
typhimurium mutante en el gen yqiC, con el fin de evaluar su virulencia en el modelo
murino y su fenotipo in vitro.

Los resultados presentados demuestran que la mutacion del gen yqiC en S.
typhimurium afecta drasticamente la virulencia de la misma, de igual manera a lo
observado para el gen iivA de Brucella abortus.

Al igual que en B. abortus, la mutacion de yqiC no afecta la replicacion de la bacteria
en lineas celulares epiteliales y macrofagicas. De todos modos, se debe tener en cuenta
que al trabajar con lineas celulares no se puede reproducir el ambiente intracelular
encontrado en el hospedador, dado que estas células son inmortalizadas y ademas se
encuentran aisladas de los componentes del sistema inmune que actian en conjunto para
destruir los microorganismos invasores.

Para que Salmonella pueda establecer su nicho replicativo intracelular y replicarse

activamente, antes debe sobrellavar las condiciones de estrés que el organismo
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hospedador utiliza como defensa antimicrobial: pHs bajos, especies reactivas de oxigeno,
medios carentes de nutrientes, temperaturas elevadas, etc. Por lo tanto, a menudo la
mutacion de genes involucrados en la respuesta a condiciones de estrés suelen producir
cepas atenuadas en su virulencia.

La caracteristica del crecimiento in vitro mas remarcable de la mutante en yqiC de S.
typhimuriun es la sensibilidad a temperaturas elevadas. La temperatura es uno de los
estreses ambientales con los que los organismos se encuentran primero, por lo que deben
ser capaces de adaptarse y responder rapidamente a €l (Ono, Goldberg et al. 2005).
Existen muchas mutaciones en genes puntuales de S. typhimurium que producen cepas
sensibles a la temperatura y a su vez también son atenuadas en su virulencia. Ejemplos
de esto son: las cepas mutantes en smpA, el cual codifica para una lipoproteina de
membrana externa pequefa, uspA, que codifica para una proteina de respuesta a estrés
universal, degP y degQ, que codifican para unas proteasas homoélogas a HtrA, y dam, que
codifica para la enzima ADN adenina metilasa (Giacomodonato, Sarnacki et al. 2004; Mo,
Peters et al. 2006; Liu, Karavolos et al. 2007; Lewis, Skovierova et al. 2008). Este fenotipo
de sensibilidad a temperaturas elevadas de la cepa de S. typhimurium mutante en yqiC,
fue observado también en una cepa de B. melitensis mutante en iivA, aunque el efecto en
esta uUltima fue mucho menos marcado.

En conjunto, los resultados mostrados en este capitulo demuestran que las
caracteristicas principales de la proteina YqiC y de la cepa de S. typhimurium mutante en
el gen yqiC son conservadas con las descriptas para Brucella, aun tratdndose de dos
grupos bacterianos que no estdn cercanamente relacionadas filogenéticamente y que
causan enfermedades muy diferentes. Este hallazgo sugiere que las caracteristicas
descriptas para livA e YqiC, pueden ser relevantes para todos los miembros del COG
2960. A pesar de que son necesarias futuras investigaciones para determinar la funcion
biolégica especifica de las proteinas del COG 2960, este trabajo atribuye los primeros
indicios de la funcion de este grupo de proteinas ortélogas no caracterizadas hasta el

momento.
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Figura 4.12. Modelo propuesto para la region C-terminal coiled-coil trimérica de YqiC. Se
muestran los residuos hidrofébicos en letras negras, los polares sin carga en letras
verdes, los cargados positivamente en fondo azul y los cargados negativamente en fondo rojo.
Con lineas grises se muestran los pares de residuos de las posiciones g y e que pueden
establecer interacciones electroestéticas.
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Conclusién

livA de Brucella abortus es una proteina trimérica que posee dos dominios
estructurales: Un dominio C-terminal a-hélice coiled-coil, por el cual la proteina trimeriza y

un dominio N- terminal intrinsicamente desestructurado.

El dominio N-terminal sufre un rearreglo conformacional, en el cual se convierte en
una a-hélice que se predice como anfipatica, cuando se encuentra en presencia de pH

acido; iones fosfato, sulfato y cloruro; detergente SDS y vesiculas fosfolipidicas.

livA es estabilizada por la presencia de fosfato y en menor medida sulfato, lo cual se

da principalmente en el dominio C-terminal de la proteina.

livA es capaz de interaccionar con vesiculas fosfolipidicas por medio de su dominio
N- terminal. La interaccion es mas eficiente con vesiculas que presentan en su
composicion fosfolipidos con carga negativa, aunque en menor medida livA también es

capaz de interactuar con vesiculas neutras.

livA es capaz de fusionar vesiculas fosfolipidicas, tanto a pH neutro como &cido,
siendo su actividad Optima a pH &cido. Para que se produzca la fusion de vesiculas
eficientemente es necesaria la proteina completa, dado que sus dominios por separado no

presentan actividad fusogénica o la misma es muy inferior a la producida por livA.

Si bien como se ha observado en trabajos previos a este, la mutacion de los residuos
QREDF, ubicados en la zona central de livA, afectan la capacidad de la proteina de
complementar el fenotipo atenuado de una cepa de B. abortus 2308 deficiente en el gen
iivA (B. abortus iivA::Km), la ausencia de estos amino4cidos no afecta la estructura de la
proteina ni la capacidad de fusionar membranas de la misma. Por otro lado, la mutacion
individual de cada uno de los aminoacidos de dicha zona por alanina, no afecta la

capacidad de la proteina de complementar el fenotipo avirulento de B. abortus iivA::Km.

La proteina YqiC de Salmonella typhimurium, homodloga a livA de B. abortus,
conserva las caracteristicas estructurales principales de livA, como formar trimeros, poseer
un dominio C-terminal coiled-coil y un dominio N-terminal predicho como a-hélice
anfipatica. A diferencia de livA el dominio N-terminal de YgiC no sufre cambios
conformacionales en presencia de vesiculas fosfolipidicas, SDS, iones o cambios de pH,

debido a que la a-hélice de esta zona ya se encuentra formada en la condicién basal a pH
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neutro.

YqiC es estabilizada por la presencia de iones fosfato y en menor media también por

la presencia de iones sulfato y cloruro.

Al igual que su homologo en B. abortus, YqiC es capaz de fusionar vesiculas
lipidicas, aunque de una manera mas dependiente del pH, siendo su actividad 6ptima a pH

acido.

Del mismo modo a lo descripto previamente para Brucella spp., la mutacion del gen
yqiC afecta drasticamente la virulencia de S. typhimurium en el modelo de infeccion
murino, tanto cuando se utiliza la via de inoculacion intraperitoneal como la intragastrica.

El aporte en trans de yqiC salvaje complementa el fenotipo avirulento de la cepa mutante.

La cepa de S. typhimurium deficiente en yqiC no se vio afectada en su infeccion y
replicacion intracelular y en su crecimiento en medios de cultivo minimos o ricos. Si se
observo una leve disminucion de la velocidad de crecimiento a pH acido y un marcado
incremento de la sensibilidad a temperaturas elevadas, lo cual fue restaurado con el aporte

en trans de yqiC salvaje.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



