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1. RESUMEN

Burkholderia cenocepacia es un patdégeno oportunista que puede causar infecciones
pulmonares graves en pacientes con fibrosis quistica. Algunas cepas de B.
cenocepacia son altamente transmisibles y resistentes a la mayoria de los antibidticos
empleados en la clinica. Dentro del genoma de B. cenocepacia se encuentran
codificadas 4 proteinas tirosina fosfatasas de bajo peso molecular (LMW-PTP, por sus
siglas en Inglés). La actividad de las LMW-PTP se ha relacionado con diversos
procesos celulares como la biosintesis de polisacaridos extracelulares y la respuesta a
diferentes tipos de estrés, aspectos que impactan en la patogenicidad bacteriana y en la
persistencia intracelular en macréfagos. Particularmente, la actividad de la LMW-PTP,
BPtpA, se ha implicado en la respuesta a condiciones de nutrientes limitados. En este
trabajo, con el objetivo de identificar proteinas sustrato de la fosfatasa BPtpA de B.
cenocepacia, se realizaron ensayos de captura de sustrato (pull-down), utilizando como
cebo una version inactiva de esta enzima (BPtpApi27a). LOS resultados obtenidos
indican que una proteina de aproximadamente 30 kDa co-purifica con BPtpA. Ademas,
dicha proteina resulté reactiva al anticuerpo anti-P-Tyr, lo que sugiere fuertemente un
estado fosforilado de la misma. Por medio de espectrometria de masas, se determiné la
presencia de las proteinas 30S ribosomal S2 y acetil-glutamato cinasa, en la regién
correspondiente a los 30 kDa de las muestras co-purificadas con BPtpApi27a. La
caracterizacion de la posible regulacion por medio de fosforilacién en tirosinas de las
proteinas 30S ribosomal S2 y acetil-glutamato cinasa permitira un mejor entendimiento
de la fisiologia de B. cenocepacia y su relacién con los mecanismos de adaptacion a

condiciones de estrés.
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2. INTRODUCCION

2.1 Género Burkholderia

William Burkholder en 1949 aisloé una bacteria causante de la podredumbre de los
bulbos de cebolla [1], se describié que podia ocasionar tanto enfermedades en las
plantas, como infecciones en el humano, nombrando a esta bacteria como
Pseudonomonas cepacia [2]. Posteriormente, gracias al analisis de las secuencias de
rARN 168, los valores de homologia ADN-ADN, la composicién de lipidos y acidos
grasos celulares y las caracteristicas fenotipicas, en 1992 se propuso un nuevo géenero,
denominado Burkholderia. En éste fueron asignadas siete especies pertenecientes al
grupo Il de homologia de ARN del género Pseudomonas, B. cepacia, B. mallei, B.

pseudomallei, B. caryophylli, B. gladioli, B. pickettii y B. solanacearum [3]. A
diferencia del género Pseudomonas, Burkholderia pertenece a la subdivision B del

filo Proteobacteria [4].

A su vez, la especie B. cepaciase divide en 5 grupos genémicos, denominados
genomavares, enumerados del | al V, donde se agrupan cepas con caracteristicas

fenotipicas similares, pero diferentes genotipicamente [5].

A la fecha el género Burkholderia se encuentra constituido por alrededor de 100
especies [6], éstas pueden colonizar y habitar en diferentes nichos, como suelo, agua,
rizosfera, suelo y semillas. Algunas especies tienen la capacidad de establecer
simbiosis con plantas, ya sea como microorganismos endofitos de citricos [7], o
desarrollando nédulos en leguminosas (p. €j. en Stylosanthes) [8]. Ademas, el género
Burkholderia tiene un importante potencial biotecnolégico como fuente de nuevos
antibioticos, metabolitos secundarios bioactivos, control biologico, promocion del

crecimiento vegetal, biorremediacién y degradacion de contaminantes [9].

En este sentido, se describié que B. vietnamiensis G4, degrada tricloroetileno (TCE),
uno de los contaminantes organicos mas abundantes detectados en los acuiferos de agua
subterranea en los EE. UU., en presencia de moléculas inductoras aromaticas como el

tolueno o el fenol [10]. Ademas, las especies de B. cenocepacia lllIA, B.
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vietnamiensis, B. cepaciay B. multivorans, se describieron como degradadoras de
benzo(a)pireno, componente perteneciente a los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAP) que es uno de los principales contaminantes en plantas de tratamiento de aguas

residuales [11].

Otras especies como B. bryophila y B. megapolitana, aislados de musgo mostraron
actividad antifungica contra fitopatdgenos, asi como propiedades promotoras del

crecimiento de las plantas [12].

Como microorganismos fitopatdgenos dentro del género Burkholderia se encuentran
B. glumae y B. gladioli, causantes de la alteracion de las hojas de tabaco, marchitez y
pudricion de las semillas de arroz [13]. B. fungorum se ha aislado del hongo de la
podredumbre blanca Phanerochaete chrysosporium, que puede inducir enfermedades
en los arboles [14]. Por su parte, B. caryophylli induce marchitez en varias especies de

plantas, incluida la genciana de la pradera de Russel en Japon [15].

El muermo es una enfermedad zoonética poco comdn ocasionada por B. mallei, que
infecta a solipedos como caballos, mulas y burros. Cursa con la proliferacion de
nodulos y ulceraciones en el tracto respiratorio superior y en los pulmones, existe
también una forma cutanea. El muermo es raro en humanos, pero aquellos que estan en
contacto cercano con solipedos infectados pueden infectarse. Las bacterias entran por

los ojos, la nariz, la boca o heridas en la piel [16-18].

La melioidosis es una enfermedad infecciosa causada por B. pseudomallei y, dentro de
su espectro clinico, incluye neumonia, septicemia e infeccion localizada de varios
organos. Este tipo de infecciones se han reportado tanto en vacas, terneros y ovinos,
asi como en otros animales alrededor del mundo [19, 20]. Al igual que B. mallei, la
melioidosis puede infectar a humanos, principalmente aquellos con factores de riesgo
subyacentes, como diabetes, enfermedad renal, abuso de alcohol y talasemia, aunque

los individuos sanos también pueden contraer la enfermedad [21, 22].

De manera importante la especie B. cepacia comenz0 a aislarse de las vias respiratorias
de pacientes con fibrosis quistica (FQ) con una frecuencia cada vez mayor a parir de

1980y, en la actualidad, se reconoce como un patdgeno oportunista tanto en pacientes
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con FQ como con enfermedad granulomatosa cronica (EGC). Estas infecciones se
asocian con una rapida propagacion comunitaria y son inusualmente agresivas,

asociandose con elevadas tasas de mortalidad [23, 24].

-t

Produccién de
bactericidas y pesticidas

Se aislan del suelo, fuentes de
i y agua y rizosfera de diferentes
: plantas

Burkholderia spp

Componentes
degradadores de
contaminantes

Animales Humanos

Plantas [_,A
h ) & PW

{ Sindrome cepacia

Muermo en Y = en pacientes con

equinos 1 FQ

Pudricién de la  Marchitez en
semilla de arroz hojas de tabaco

Patégeno

Figura 1. Género Burkholderia participa en funciones ambientales y como
patdégeno en diversos nichos. Diversas especies del génerogénero Burkholderia
promueven el crecimiento de plantas, secretando sustancias antifingicasantifungicas y
antibacterianas, contribuyen al flujo de nutrientes en suelo y rizésferarizésfera. En este
génerogénero existen especies patogenaspatogenas para diversas plantas y semillas,
causando enfermedades a cultivos como cebollas, tabaco, arroz, etc. En animales,
algunas especies pueden ocasionar distintas enfermedades (p. ej. muermo, melioidosis
e infecciones en viasvias respiratorias).
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2.2 Complejo Burkholderia cepacia

A partir del anélisis molecular de diferentes aislamientos (similitud de los genes 16S
rARN recA, espectrometria de masas de tiempo de vuelo de desorcion/ionizacion laser
asistida por matriz (MALDI-TOF MS), andlisis de secuencias multilocus (MLST),
identidades de nucleotidos promedio average nucleotide identities [ANI]), perfiles de
acidos grasos y caracterizaciones bioquimicas [25-28]), se han agrupado 24 especies
genéticamente relacionas, pertenecientes al denominado complejo B. cepacia o Bcc (B.
cepacia complex). Este se conforma por las especies B. aenigmatica, B. ambifaria, B.
anthina, B. arboris, B. catarinensis, B. cepacia, B. cenocepacia, B. contaminans, B.
diffusa, B. dolosa, B. lata, B. latens, B. metallica, B. multivorans, B. paludis, B.
pseudomultivorans, B. puraquae, B. pyrrocinia, B. seminalis, B. stabilis, B. stagnalis,

B. territorii, B. ubonensis y B. vietnamiensis (Tabla 1).

Dichas especies forman parte de un grupo muy semejante dentro del género
Burkholderia, el cual cuando se analiza filogenéticamente presenta hasta el 78% de sus
genes en comun. En general, las especies del Bcc presentan genomas de gran tamafio
(hasta 9 Mpb) divididos en 2-5 replicones, dispuestos en tres cromosomas y un gran
plasmido, esta caracteristica aporta una gran versatilidad metabolica [29]. Estas
especies cuentan con una morfologia de bacilos rectos, oxidasa y catalasa positivos.
Son bacterias mdviles con un flagelo polar Unico o bien con un penacho de flagelos
polares segun las especies. También son mesofilos y no esporulados. Su metabolismo

es aerobio y como sustancia de reserva pueden utilizar el polihidroxibutirato [30].
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Tabla 1. Especies pertenecientes al complejo B. cepacia.

animales

No. | Especie Ambiente natural Ambiente Ref.
clinico

1 B. aenigmatica Ambiente FQ [31]

2 B. ambifaria Rizo6sfera, suelo, maiz, FQ [32]
rizosfera de guisantes y pastos
y hojas

3 B. anthina Rizosfera, cafia de azucar FQ, ambiente | [33]

hospitalario

4 B. arboris Rizosfera, suelo, agua, palma FQ, IN
aceitera [34]

5 B. catarinensis Suelo NR [35]

6 B. cenocepacia Rizosfera, suelo, plantas, agua, | FQ, IN, SM [36]
animales

7 B. cepacia Rizdsfera, suelo, agua, cebolla | FQ, IN, SM [37]
podrida

8 B. contaminans Plantas, animales FQ, IN [38] [39]

9 B. diffusa Suelo, ambiente FQ, IN, EH [40]

10 | B. dolosa Suelo, nddulo de Alysicarpus FQ [41]
glumaceus

11 | B. lata Suelo, agua, flores FQ, IN, SM [42]

12 | B. latens NR FQ [43]

13 | B. metallica Rizosfera FQ [44]

14 | B. multivorans Suelo, insectos FQ, IN, EH [45]

15 | B. paludis Suelo de pantano [46]

16 | B. pseudomultivorans Rizosfera FQ, IN [47]

17 | B. puraquae Suelo FQ, SM [48] [25]

18 | B. pyrrocinia Rizosfera, suelo, sedimento NR [49, 50]

19 | B. seminalis Semilla de arroz, cafia de FQ, IN [51]
azucar

20 | B. stabilis NR FQ, IN, EH [52] [53]

21 | B. stagnalis Suelo FQ, IN [27]

22 | B. territorii Agua, suelo, plantas NR [54] [55]

23 | B. ubonensis Suelo IN [56] [57]

24 | B. vietnamiensis Rizésfera, plantas, suelo, agua, | FQ, IN [58] [59]

FQ: muestras de pacientes con fibrosis quistica; IN: muestras de pacientes con infecciones

nosocomiales; EH: muestras de equipo de hospitales; SM: muestras de soluciones de uso

médico; NR: no reportada. Tabla tomada y modificada de Ludovic y Chapalain, 2011 [60].
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=1503055&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=101571&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=60552&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock

2.3 Burkholderia cenocepacia

Como se menciond anteriormente, B. cenocepacia pertenece al Bcc, es una bacteria
ubicua que puede aislarse a partir de diferentes nichos ecoldgicos, como en plantas,
suelos y agua. Puede comportarse como patdgeno oportunista en humanos, causando
infecciones  sistémicas graves que amenazan la vida en individuos
inmunocomprometidos, incluidos pacientes con FQ [61]. Posiblemente estas diversas
interacciones bioldgicas ejercen una presion selectiva, dando lugar a bacterias
altamente adaptables. Esta capacidad adaptativa a diferentes condiciones podria
contribuir a la resistencia a los antibidticos y a la patogenicidad de B. cenocepacia [62].

Con base en la secuenciacion y anélisis de material genético de las 24 especies que se
encuentran actualmente dentro del Bcc, B. cenocepacia es la especie mayormente
asilada, seguida de B. multivorans [63] [64] [65]. B. cenocepacia se pueden subdividir
en cuatro linajes distintos, A, 11IB, HIC y IlID [66]. Algunas cepas de B.
cenocepacia son altamente transmisibles y resistentes a un gran ndmero de
antibidticos. Aproximadamente un tercio de los pacientes con FQ infectados con B.
cenocepacia desarrollan el fatal sindrome cepacia [67].

B. cenocepacia y las especies pertenecientes a este género tienen uno de los genomas
bacterianos méas grandes y complejos [68]. B. cenocepacia contiene un genoma de mas
de 8 Mbp con un alto porcentaje de G+C, tres cromosomas circulares y un plasmido;
caracterizado por una estructura multirreplicon, ademds, posee numerosas
duplicaciones de genes, secuencias de insercion y elementos moviles [69]. Este genoma
también puede mutar con rapidez, cuando la bacteria se encuentra en condiciones de

estrés durante las infecciones o in vitro [70].

2.4 Determinantes de la virulencia de B. cenocepacia

Mediante mutagenesis etiquetada con firma (STM, por sus siglas en Ingles) se
identificaron 102 genes de B. cenocepacia necesarios para su supervivencia en un

modelo de rata. Estas mutaciones estan involucradas en la regulacién global, la
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replicacion y reparacion del ADN, el metabolismo celular, asi como algunos que

codifican proteinas transmembranales y polisacaridos de la pared celular[71].

Diferentes estudios han destacado el papel clave de las bombas de eflujo de la familia
de division de nodulacion de resistencia (RND) de B. cenocepacia en la resistencia a
los farmacos. El analisis de mutantes RND confirmé que algunos transportadores de
eflujo participan en el eliminacion la eliminacion de clorhexidina durante el
crecimiento planctonico (RND-1 y RND-4), mientras que otros (RND-3 y RND-9)
durante el crecimiento sésil [72]. Por otra parte, se han identificado diferentes B-
lactamasas en B. cenocepacia, tales como AmpC, hidrolizante de cefalosporinas de
espectro extendidoextendido; AmpD, una enzima de reciclaje de la pared celular [73]

y PenB, una penicilinasa de clase A extremadamente conservada en el Bcc [74].

B. cenocepacia también tiene la capacidad de secretar proteinas degradativas, una de
ellas es la metaloproteasa de zinc extracelular, llamada ZmpB. Ratas infectadas con
una cepa mutante en zmpB presentaron una menor inflamacion del tejido pulmonar en
comparacion con la cepa silvestre. También se ha demostrado que ZmpB puede
degradar el inhibidor de proteinasa a-1, la a2-macrogobulina, el colageno tipo 1V, la

fibronectina, la lactoferrina, la transferrina y las inmunoglobulinas [75].

El antigeno O del LPS de B. cenocepacia K56-2 estimula la secrecion de IL-1B en
macrofagos murinos mediada por TLR4 ycaspasa-1, ocasionando una importante

inflamacion de las vias respiratorias, dafio tisular y muerte celular piroptotica [76].

Las cepas B. cenocepacia K56-2 o BC7 provocan una mayor expresion de IL-8 en las
células epiteliales primarias de las vias respiratorias de los pacientes con fibrosis
quistica (FQ) que otros aislados de B. cenocepacia examinados, lo que sugiere que,
ademas del LPS, otros factores pro-inflamatorios también pueden contribuir a la

estimulacion excesiva de citosinas inducida por B. cenocepacia [77].

Las células fagociticas producen especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
Inglés) para la eliminacion de bacterias y, en B. cenocepacia, se han reportado
nuUMerosos mecanismos para resistir el estrés oxidativo. Diferentes aislados de B.

cenocepacia poseen resistencia in vitro frente a a catalasa, peroxidasa y superoxido
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dismutasa [78]. Se describi6 que la bacteria oportunista B. cenocepacia C5424 codifica
dos genes de catalasa/peroxidasa, katAy katB. La proteina KatA es una
catalasa/peroxidasa especializada que tiene una funcion novedosa al contribuir en el
mantenimiento de la actividad normal del ciclo TCA, mientras que KatB representa la
principal catalasa/peroxidasa y tiene un papel global, ya que se expresa bajo estrés y
da proteccion celular en presencia de H20z [79].

Las biopeliculas se han asociado a algunas enfermedades humanas como la FQ [30].
Las cepas de B. cenocepacia que expresan los pili de cable (Cbl), como la adhesina de
22 kDa, se unen fuertemente a la citoqueratina 13 (CK13), son mas persistentes en la
capa de moco apical al formar microcolonias en las células epiteliales de las vias
respiratorias de las personas con FQ [77]. También se ha reportado que la eliminacién
de genes codificantes de enzimas asociadas a la fosforilacion de tirosinas impacta en la
formacion de biopelicula de B. cenocepacia K56-2 [80].

2.5 Sistemas de fosforilacion en residuos de tirosina

La regulacion de la actividad de las proteinas por medio de modificaciones
postraduccionales, como la fosforilacion y la desfosforilacién, cumple una funcion
importante en determinantes criticos del crecimiento y desarrollo celular normal. La
fosforilacion de tirosinas en bacterias se relaciond, en primer lugar, con la sintesis y
exportacién de polisacaridos asociados con la produccion de lipopolisacéridos y
capsulas. Las proteinas involucradas en la fosforilacién de tirosinas estdn muy
extendidas en los proteomas bacterianos, y ahora se sabe que cumplen diversas

funciones celulares [81].

Las proteinas responsables de realizar la fosforilacion de tirosinas en bacterias difieren
de sus contrapartes eucariontes por lo que se han agrupado en una nueva familia
denominada tirosina cinasas bacterianas (BY-kinases, por sus siglas en Inglés). Estas
comprenden el grupo principal de enzimas bacterianas con actividad de tirosina
cinasa. En la mayoria de los casos, las BY cinasas poseen un dominio transmembranal

que puede funcionar como ancla y sensor, asi como un dominio catalitico intracelular
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(Fig. 2). Las BY cinasas se autofosforilan en su extremo C-terminal, en una regién rica
en residuos de tirosina, utilizan ATP como fuente de fosfato [82]. EI dominio catalitico
se define por la presencia de motivos canénicos Walker A (P-loop) y Walker B, y la
presencia de un motivo especial Walker A" (presente en cinasas que fosforilan sustratos

de bajo peso molecular).

BY cinasas
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Figura 2. Estructura representativa de una BY-cinasa en Proteobacterias. Region
N-terminal citoplasméatica (Amarillo). RP: region periplasmica (Azul). TM:
Transmembranal (Rojo). Dominio catalitico que contiene motivos Walker A, By A’
(Amarillo oscuro). Region rica en tirosina que contiene sitios de fosforilacion presentes
tanto en el extremo C-terminal, como en la region interna entre el motivo Walker A’ y
B (verde).

Las BY-cinasas de Proteobacterias ademas poseen una tirosina interna que es
susceptible a autofosforilacidn (entre el motivo Walker A'y Walker B). A pesar de que
el dominio Walker A' puede estar ausente en algunas BY-cinasas, en todas las enzimas
de esta familia estudiadas a la fecha se ha descrito su autofosforilacion en tirosinas

situadas en el extremo C-terminal [83] [82].

La reversibilidad de la reaccion se efectia mediante tres clases principales de proteina-
tirosina fosfatasas: una incluye fosfatasas de tipo eucariota convencionales (PTP) y
fosfatasas de doble especificidad (DUSPs), otra comprende las enzimas menos

frecuentes del tipo polimerasa-histinol fosfatasa (PHP) y, una tercera clase, llamadas
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proteina tirosina fosfatasa de bajo peso molecular (LMW-PTP). Estas tirosinas
fosfatasas catalizan la desfosforilacion de las proteinas fosforiladas en tirosina, lo que
da como resultado la propagacion o la inhibicion de la sefializacion dependiente de
fosfato [84].

Las proteinas pertenecientes a las familias PTP, DUSPs y LMW-PTP utilizan un
mecanismo catalitico en comun, el cual involucra la firma conservada C(X)sR en el
bucle de union al fosfato, donde la cisteina funciona como nucledéfilo y ataca el &tomo
de fosforo del residuo de fosfotirosina del sustrato. Las PHP contienen un dominio
caracteristico que consta de 4 regiones centrales conservadas (motivos I-1V) v,
requieren rasgos indispensables para su actividad, como la presencia de histidinas y
aspartatos conservados, dos cationes metalicos coordinados, usualmente Mn?* y un pH
béasico [85].

2.6 Proteinas tirosina fosfatasa de bajo peso molecular (LMW-PTP)

Una caracteristica de las enzimas LMW-PTP es una segunda cisteina conservada en el
motivo del bucle P (CX4CR); mientras que la primera cisteina es el nucledfilo
catalitico, la segunda cisteina estd implicada en la regulacion fisiolégica por ROS.

Estas enzimas realizan en tres pasos su reaccion catalitica. En primer lugar,
coordinando el grupo fosfato con ayuda de un residuo de arginina, para situarlo cerca
al residuo de cisteina catalitico. Posteriormente, ocurre un cambio conformacional en
el bucle D, donde el residuo de aspartato se localiza en el sitio activo y actia como
acido en la reaccion. En un segundo paso, la cisteina ataca al fosfato de la proteina
fosforilada en tirosina y se forma un intermediario fosfocisteina que desplaza a la
proteina desfosforilada. Por Gltimo, una molécula de agua sustituye el lugar de la
proteina desfosforilada e hidroliza la cisteina fosforilada, liberando fosfato inorganico
y regenerando a la enzima [86-88]. Se ha propuesto que la especificidad del sustrato en
las LMW-PTP esta determinada principalmente por los residuos que recubren el sitio

activo.
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Algunas LMW-PTP procariotas se consideran factores de virulencia pues actuan sobre
sustratos eucariotas [89], un ejemplo de ello son las LMW-PTP de Mycobacterium
tuberculosis (MPTPA y mPTPB) liberadas al medio extracelular. Estas alteran
directamente la sefializacion del huésped para evadir funciones antimicrobianas,

promoviendo la supervivencia de M. tuberculosis dentro de los macréfagos [90].

En un inicio, por su contexto genético, las LMW-PTP se asociaban con el control de la
biosintesis de polisacaridos capsulares y extracelulares [91]. Hoy en dia se conocen
otras funciones asociadas, por ejemplo en B. subtilis la LMW-PTP YwqE participa
en la biosintesis de polisacaridos, asi como en el metabolismo y respuesta al dafio del
ADN bacteriano [92].

La evidencia proporcionada a la fecha pone de manifiesto la similitud entre las
secuencias, estructuras y mecanismos de accion de las LMW-PTP; no obstante,
realizan funciones diversas dependiendo del microorganismo, por lo que la
identificacion de las proteinas con las que interaccionan estas enzimas nos

proporcionard un mejor entendimiento de su papel y funcién en la fisiologia procariota.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Proteinas involucradas en la fosforilacion de tirosina en B. cenocepacia

Realizando estudios de secuencias del genoma de la cepa B. cenocepacia K56-2, se
identificaron genes involucrados en la fosforilacion de tirosinas. Entre éstos, cuatro
genes codificantes de LMW-PTP (BCAMO0208, BCAMO0628, bceD y BCAL2200). De
acuerdo con lo anterior, se demostro que el gen dpm (BCAMO0628) codifica una enzima
inactiva como fosfatasa que puede ser secretada. Ademas, se describié que Dpm
contribuye a la capacidad de detener la maduracion de las vacuolas fagociticas en los

macrofagos, mediante un mecanismo independiente de su actividad de fosfatasa. [93].

Adicionalmente, B. cenocepacia K56-2 codifica dos BY-cinasas, BCAM1331 y BceF
(BCAMO0859). La caracterizacion inicial de estas proteinas evidencié que las BY-
cinasas BceF, BCAM1331 y la LMW-PTP BCAL2200 (ahora denominada BPtpA) se
fosforilan in vivoy que las LMW-PTP BceD y BCAMO0208 pueden desfosforilar a
BceF in vitro. Adicionalmente, se demostro que la eliminacion de BCAM1331, bceF,
BCAMO0208 y bceD reduce la formacién de biopeliculas, resultado esperado, ya que
estos genes se encuentran en regiones relacionadas con la biosintesis de

exopolisacéaridos (EPS).

En el caso del gen que codifica BPtpA (fosfatasa no relacionada con la formacion de
biopeliculas), se evidencio que su actividad enzimatica es necesaria para el crecimiento
de B. cenocepacia en medio minimo, sugiriendo que su funcién se asocia con la
capacidad de respuesta a condiciones limitantes de nutrientes. BPtpA se encuentra
codificada en una region altamente conservada en el género Burkholderia, que

presuntamente es responsable de la biosintesis de los centros hierro-azufre [Fe-S].

Estudios previos indican que las tres LMW-PTP de B. cenocepacia no son
funcionalmente homdlogas. Para aclarar las diferencias funcionales entre dichas
enzimas, las secuencias de aminoacidos se alinearon con multiples enzimas PTP de
clase Il basadas en Cys, utilizando la transformada rapida de Fourier. Este analisis
evidencio que BPtpA se agrupa junto con LMW-PTP de eucariotas, mientras que BceD
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y BCAMO0208 se encuentran filogenéticamente relacionadas con enzimas procariotas.
De acuerdo con lo anterior, se propuso una nueva categorizacion de las enzimas LMW-
PTP: clase I1.1y clase I1.11 [94].

En un estudio reciente, utilizando como modelo de la clase 1.1 de las enzimas LMW-
PTP, a la proteina BPtpA, se identificaron dos residuos conservados en la hélice o3:
D80 y F81), los cuales contribuyen a la estabilidad de la proteina, mientras que dos
residuos conservados en el bucle W (W47 y H48) probablemente desempefian un papel

en el reconocimiento del sustrato (Figura 3) [94].

Debido a la diferencia entre las implicaciones que tienen las 3 fosfatasas en los
fenotipos de B. cenocepacia, conocer los posibles sustratos de estas LMW-PTP

ayudarian a dilucidar su funcion.

De acuerdo con el contexto genético de bptpA, se hipotetiza que los productos del
operon ISC, elementos necesarios para la biosintesis de los centros hierro-azufre [Fe-
S], representan potenciales sustratos a fosforilacion en tirosinas y de BPtpA. La
identificacion de sustratos putativos de BPtpA, mediante el uso de una mutante
catalitica de esta fosfatasa, es una estrategia que puede permitir dilucidar las vias
celulares reguladas por la LMW-PTP y su contribucion a mecanismos asociados a la

virulencia de B. cenocepacia.
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Figura 3. Modelo tridimensional de BPtpA. La proteina se representa en listones y
se incluye la superficie. En esferas se muestran los residuos importantes para la
complementacion del crecimiento en medio minimo de nutrientes (Rojo: W47, Verde:
H48, Azul: F81) y en barra se representa el aspartato catalitico sustituido por alanina
(D127A: amarillo). Se utilizo como templado a la proteina VCLMWPTP-1 de V.
cholerae (4LRQ).
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4. HIPOTESIS

La LMW-PTP BPtpA de Burkholderia cenocepacia interacciona y desfosforila
diferentes sustratos que permiten a la bacteria contender condiciones de estreés.

La implementacion de una version mutante catalitica de BPtpA permitira la interaccion

y la co-purificacion de sus proteinas sustrato.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general

Buscar proteinas que interactien con la LMW-PTP BPtpA de Burkholderia
cenocepacia y evaluar su posible estado fosforilado.

Obijetivos especificos

1. Analizar secuencias de proteinas fosforiladas en tirosina y comparar con
proteinas de Burkholderia cenocepacia.

2. Realizar ensayos de co-purificacion in vivo utilizando una version de BptpA
mutante catalitica.

3. Evaluar el estado fosforilado de las proteinas co-purificadas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1  Alineamiento de secuencias de proteinas fosforiladas en tirosina

De acuerdo con lo reportado en la base de datos dbPSP (database
of Phosphorylation Sites in Prokaryotes) 2.0 [95], se seleccionaron las proteinas
reportadas que pertenecieran al filo de las Proteobacterias y que tuvieran al menos un
residuo de tirosina fosforilado. Las secuencias registradas se alinearon con BioEdit
7.2.5 [96] y Uniprot UGENE [97]. Al encontrar homologias en los sitios donde ocurria
la fosforilacion de residuos de tirosina (secuencia de 15 aminoécidos), se prosiguid a
introducir estas semillas en BLAST [98] e identificar si alguna de estas secuencias era
homologa con alguna proteina dentro de la secuencia completa de B. cenocepacia K56-
2 [99].

Utilizando MEME (Multiple Expectation maximizations for Motif Elicitation) [100]
se realizd la busqueda de motivos conservados entre las secuencias de las proteinas

mencionadas anteriormente.

6.2  Cepas bacterianas

Los organismos utilizados en este estudio se enlistan en la Tabla 2. Las bacterias se
cultivaron en medio LB (10 g peptona, 5 g extracto de levadura 'y 10 g de NaCl) o en
medio minimo M9 (Difco, México) suplementado con 0.4% de glucosa, 10 mM de
MgSO4 y 100 mM de CaCl y se incubaron a 37°C. Cuando se requirio, el medio se
suplemento con tetraciclina [25 pg ml™], trimetroprim [100 ug ml™], ampicilina [150
pg ml?], kanamicina [50 pg ml?] y polimixina B [25 pg ml?] (Sigma-Aldrich,
México).
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Tabla 2. Cepas bacterianas empleadas en este estudio.

Cepa Descripcion Fuente/referencia

E coli

DH3a F - 80d1acZAMI13 A{lacZYA-arsF) U169 endAl recAl hsdR17{fK _mK +) | Stock de laboratorio
supE44 thi-1 AgyrA%6 relAl

Burkholderia cenocepacia

K36-2 Clon ET12 relacionado con J2313, aislado clinico, Gmr [101]

Mbpipd E36-2 conteniendo una eliminacion de hpfnd [80]

AjseR K36-2 conteniendo una eliminacion de ircR Mo publicado

Plasmidos

pAT32 bpipA D127A con etiqueta 10XHis de B. cenocepacia clonado en pSCEhaBl | Np publicado

pDALTCI0A | bpfed C10A v D127A con etiqueta 63(His clonado en pDALT No publicado

pRE2013 oricolE], derivado RE2, Kanr mob+ trat [102]

pSCERhaB2 oripEBER1 rhaPR_ rhaS, PrhaB TpR mob+ [103]

pDALT Wector de expresion para Surtholderia, oripBBR1 Tetr mob Pdbfr epitopo No publicado
FLAG

6.3  Conjugacion triparental

Las cepas donadoras que contenian el plasmido pAT52 y pSCrhaB2 se incubaron toda

la noche a 37°C en caldo LB. Posteriormente, se movilizaron los plasmidos a las cepas

de B. cenocepacia AbptpA y AiscR mediante conjugacion triparental, utilizando como

cepa movilizadora a Escherichia coli DH5a portadora del plasmido pRK2013. Un
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mililitro de cultivo de la cepa receptora se centrifug6 durante 2 minutos a 16,200 g, se
elimino el sobrenadante y se afiadieron 800 pl de la cepa donadora. A continuacion, se
descarté el sobrenadante y se afiadieron 500 pul de la cepa movilizadora. La mezcla se
centrifugd nuevamente y la pastilla resultante se resuspendi6 con 100 ul de caldo LB.
La suspension celular se coloco en el centro de una placa de agar LB y se incubd
durante 6 horas a 37 °C. Las colonias resultantes se colectaron y resuspendieron.
Finalmente, se realizaron diluciones seriadas y se sembraron 100 pl de cada dilucion
en agar LB suplementado con antibi6ticos trimetroprim [100 pg m1™], ampicilina [200

ng ml™] y polimixina B [12 ug ml™*] (Sigma-Aldrich, México).

6.4  Escrutinio de las células AbptpA-BPtpAbi27a y AisCR-BPtpApi27a
transformadas

Las colonias resultantes de la conjugacion triparental se analizaron mediante PCR de
colonia utilizando los pares de oligonucleoétidos: 7581 (5
TTTCATATGTCTTACAGCAACAAGG 3%) y 7582 (5°
TTTTCTAGAGGCTGCTGCCTGATCGC 3’). Como control positivo se utilizd la
cepa de B. cenocepacia K56-2. Los productos de las reacciones de PCR se separaron
en geles de agarosa al 1.2 %.

6.5  Expresion de la proteina BPtpA-10XHis en medio rico en nutrientes y

estandarizacién de condiciones 6ptimas de induccion

La cepa transconjugante de B. cenocepacia AbptpA-BPtpApi27a se inoculdinoculd en
4 ml de caldo LB suplementado con sus respectivos antibidticos y se incub6 a 37°C en
agitacion a 1200 rpm por toda la noche. Posteriormente, se tom6 1 ml del cultivo y se
inoculé en 250 ml de medio LB, el cual se incub6 a 37°C en agitacion a 1200 rpm.
Luego, se midio la DOsgsnm hasta llegar a 0.4-0.6 y se afiadio ramnosa (0.2% y 0.4%,
concentracion final) y después se procedid a recolectar 1 ml de lisados celulares de
cada medio a diferentes tiempos (0, 4, 6 y 24 horas). Para evidenciar la presencia de la
proteina BPtpA, se realizo una electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% de las

muestras, seguida de una tincion con azul de Coomassie.
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6.6  Expresion de la proteina BPtpA en condiciones limitantes de nutrientes

Las cepas transconjugantes de B. cenocepacia AbptpA y AiscR portadoras del plasmido
pAT52 se inocularon en 4 ml de caldo LB suplementado con sus respectivos
antibioticos y se incubaron a 37°C en agitacion a 1200 rpm por toda la noche. Se tomé
1 ml de cada cultivo y se centrifugd a 13.3 rpm por 1 minuto. Posteriormente, se
descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las células con 1 ml de agua estéril,
repitiendo este procedimiento dos veces, a continuacion, se resuspendio la pastilla en
100 ml de medio M9 (M9 1X, glucosa 0.4%, 10 mM de MgSO4 y 100 mM de CaCly)
y, cuando el medio alcanz6 una DO595nm de 0.4-0.6, se indujo el crecimiento celular
con ramnosa 0.2%y 1 ml de cada suspension se reservo a las 0, 4, 6 y 24 horas. Por
ultimo, las, las pastillas celulares se resuspendieron con SDS 1X de acuerdo con su
DOsgs y se almacenaron a -20°C. Para evidenciar la presencia de la proteina BPtpA, se
realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%, seguida de una tincion con

azul de Coomassie.

6.7  Ensayo in vitro de captura de sustrato

Las cepas transconjugantes de B. cenocepacia AbptpA-BPtpApizza Yy AisCR-
BPtpAb127a, asi como las cepas control B. cenocepacia AbptpA-pSCrhaB2 y AiscR-
pSCrhaB2 se inocularon en 250 ml de caldo LB y se incubaron a 37°C en agitacion
(1200 rpm). Una vez alcanzada una DO595nm de 0.5 se afiadié ramnosa a una
concentracion final de 0.2% y se continu6 incubando por 4 horas mas a 37°C en
agitacion a 1200 rpm. La suspension celular se centrifug6 a 7800 rpm por 20 minutos
y la pastilla resultante se resuspendio en 14 ml de amortiguador de union BB (Binding
Buffer) (20 mM de Tris-HCI y 200mM NaCl a pH 8,). Posteriormente, las células se
lisaron mediante sonicacion (SONIFIER 250, Branson) y se centrifugaron a 16,200 g
por 1 hora a 4°C. Se lavaron y se equilibraron con amortiguador BB, 700 ul de esferas
de agarosa (Ni-NTA Agarosa), se trasfirieron al sobrenadante del lisado por

sonicacion y, se incubaron durante 1 hora a 4°C con agitacion a 1200 rpm. La
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solucion se transfirié a una columna cromatografica de polipropileno 1.5 x 14 cm,
con una base de polietileno de porosidad de 30 mm fijado en la salida de la columna
y, se realizaron 4 lavados. Primero con 5 ml de amortiguador BB, seguidos de 10 ml
de amortiguador BB con 20 mM de imidazol, 10 ml de amortiguador BB con 40 mM
de imidazol y 5 ml de amortiguador BB con 40 mM de imidazol. Finalmente, las
proteinas co-purificadas se eluyeron con 300 ul de amortiguador BB con 300 mM de
imidazol y se almacenaron a -20°C. Las fracciones de proteinas co-purificadas se
sometieron a SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 15% y se tifieron con azul de

Coomassie.

6.8  Cuantificacion de proteinas co-purificadas

Utilizando el método colorimétrico de Bradford (Bradford ULTRA Reagent®), en una
placa de 96 pozos, se colocaron por duplicado 50 ul de cada una de las proteinas, se
afiadieron 50 ul del reactivo de Bradford en cada pozo y se leyd la absorbancia a una
longitud de onda de sesnm en un lector de placas (iMark™ BIORAD).

6.9  Inmunodeteccion tipo Western Blot

Utilizando las eluciones obtenidas en el ensayo de captura de sustrato, se cargaron
cantidades iguales de proteina en los pocillos del gel de poliacrilamida al 15%. Se
trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se corrieron durante 3 horas a 75 V. Las
membranas fueron bloqueadas toda la noche utilizando una solucion de leche
semidescremada al 5% en PBS-Tween (PBS 10X, 1% Tween® 20 SIGMA).
Posteriormente, las membranas fueron lavadas 4 veces con PBS-Tween 1X, con una
duracion de 10 minutos cada lavado, y se incubaron con anticuerpos anti-fosfotirosina,
diluido 1:4,000 o anticuerpos anti-His Peroxidasa (HRP), diluido 1:5,000 en PBS-
Tween 1X durante 4 horas a 4°C con agitacion a 1200 rpm. Las muestras incubadas
con anticuerpos anti-fosfotirosina se incubaron posteriormente con anticuerpos anti-
GAM-HRP diluido 1:10,000 en 1X TBS-Tween durante 4 horas a 4 °C. Se realizaron

4 lavados, de una duraciéon de 10 minutos cada uno. Para la deteccion de la sefal se
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siguieron las recomendaciones del fabricante del kit comercial (MILIPORE Immobilon
Western®).

6.10 Identificacion de péptidos por espectrometria de masas

Las bandas que resultaron reactivas al anticuerpo anti-P-Tyr se enviaron al servicio de
identificacion de proteinas por medio de la técnica Huella Peptidica e Identificacion
por LCMS (Liquid Chromatography—Mass Spectrometry, por sus siglas en Inglés), del

Laboratorio Universitario de Protedmica (LUP) del Instituto de Biotecnologia, UNAM.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacion de motivos consenso en sitios reportados con residuos de

tirosina fosforilados

Al realizar la busqueda de proteinas reportadas fosforiladas en tirosina de las bacterias
filogenéticamente relacionadas con B. cenocepacia, solo se recolecto el sitio donde
ocurria esta modificacion, que corresponde a secuencias de 15 aminoacidos (ej.
IRLAFVAYLAITILD) pertenecientes a 27 especies bacterianas diferentes, tales como:
Streptomyces coelicolor, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii,
Mycobacterium smegmatis, Neisseria meningitidis, Caulobacter vibrioides,
Sinorhizobium meliloti, Rhodopseudomonas palustris, Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori, Citrobacter koseri, E. coli, E. fergusonii, Klebsiella pneumoniae,
P. aeruginosa, P. fluorescens, Rhizobium meliloti, Salmonella agona, S. typhi, Serratia
marcescens, Shigella flexneri, Sinorhizobium meliloti, Vibrio vulnificus, Xanthomonas
axonopodis y Yersinia enterocolitica. Se alined un total de 162 secuencias de proteinas
que tenian reportado un residuo de tirosina fosforilada, utilizando BioEdit y UGENE.
Se evidencid que existian proteinas idénticas que se reportaban méas de una vez, pero
en diferentes bacterias. Posteriormente, se realizd un escrutinio de secuencias para
descartar las proteinas que se encontraran repetidas y se obtuvo un total de 107 registros
(Figura 4).
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Figura 4. Alineamiento de secuencias multiples. Alineamiento de las proteinas
reportadas fosforiladas en residuos de tirosina en la base de datos dbPSP,
pertenecientes a especies representativas del filo Proteobacterias (analisis realizado con
el programa UGENE).

Una vez generada la base de datos de 107 secuencias no repetidas, se realizo un BLAST
[98] para comparar las secuencias con proteinas pertenecientes a Burkholderia
cenocepacia K56-2 (GenBank: CP053300.1) y observar si existian residuos
conservados. Se obtuvo un total de 6 secuencias de proteinas con una homologia del
100% con proteinas de B. cenocepacia (Tabla 3). Es importante sefialar que las
proteinas que tuvieron una homologia del 100% codificadas en las diferentes bacterias

representativas corresponden a la misma proteina en B. cenocepacia K56-2.
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Tabla 3. Proteinas con homologia del 100% con los sitios donde ocurre la

fosforilacién en tirosina.

dbPSPID | Nombre de proteina Especie Peso Funcién
(kDa)
PP06828 Factor de elongacion Tu Rhodopseudomonas 43.33 Unién de aminoacil-tRNA dependiente de
palustris GTP al sitio A de los ribosomas durante la
biosintesis de proteinas.
PP06489 Nitrogen regulatory Rhizobium meliloti 12 Desadenilacion de la glutamina sintetasa
protein P-TI (GS), activando asi la enzima.
PP03062 Elongation factor G Escherichia coli 77.58 Translocacién ribosémica dependiente de
GTP
PP03063 Elongation factor Tu Escherichia coli 43.31 Unién de aminoacil-tRNA dependiente de
GTP al sitio A de los ribosomas durante la
biosintesis de proteinas
PP05706 Glutamine synthetase Pseudomonas 51.76 Formaciéon de glutamina a partir de glutamato
taetrolens y amoniaco.
PP03073 Enolasa Escherichia coli 45.65 Conversion reversible de 2-fosfoglicerato en
fosfoenolpiruvato.

Posteriormente, la base de datos de 107 secuencias de 15 aminoacidos se proceso en la

herramienta MEME [100], con el fin de identificar alguna semilla caracteristica entre

las secuencias. Esta herramienta arroj6 un total de 92 motivos totales, de los cuales 54

contenian homologias en los residuos de tirosina y solo 34 motivos contenian

secuencias medianamente conservadas. No se encontraron motivos con mas de tres

secuencias, evidenciando que los péptidos fosforilados en tirosina reportados en la base

de datos dbPSP no comparten una secuencia consenso. Estos 34 motivos de entre 6-10

aminoéacidos se utilizaron para realizar un BLAST [98] contra la secuencia completa

de B. cenocepacia K56-2, donde se encontraron otras 6 secuencias homoélogas (Tabla

4).
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Tabla 4. Proteinas homologas con las secuencias arrojadas por The MEME suite.

dbPSP Nombre de proteina Especie Peso Funcion
ID (kDa)
PP03693 Glutamina sintetasa Streptomyces 52.56 Biosintesis de glutamina dependiente
coelicolor de ATP a partir de glutamato y
amOoniaco.
PPO4177 Pseudomonas 41.54 Acopla la hidrolisis de succinil-CoA a
Succinato - CoA ligasa [formadora o
ASFUEINOSa 1a sintesis de ATP o GTP v.
de ADP] subunidad beta
PPOO150 Transposasa de la familia IS3 Shigella flexneri | 28.44 Transposicion eficaz del ADN.
PP00342 Proteina no caracterizada Staphylococcus 5.65 -
aureus
PP0OO155 Aconitato hidratasa B Shigalla flexneri | 93.5 Cataliza la isomerizacidn
estereoespecifica

de citrato a isocitrato a traves de cis-

aconitato en el ciclo de Krebs

PP(D2582 Helicobacter 27.14 -

Proteina no caracterizada )
pylori

7.2 Identificacion de motivos consenso en proteinas completas reportadas con

residuos de tirosina fosforilados

Se continud con la busqueda de motivos conservados en el sitio de fosforilaciéon en
tirosina (secuencia de 15 aminoécidos) utilizando las secuencias completas de las 107
proteinas obtenidas con anterioridad. Para encontrar residuos conservados y comparar
las similitudes con proteinas pertenecientes a B. cenocepacia K56-2 se realiz6 un
BLAST. Se obtuvo un total de 26 proteinas con una homologia >50% con proteinas
codificadas en B. cenocepacia K56-2. Se establecieron criterios de exclusion,
descartando aquellas proteinas reportadas en el analisis anterior y las proteinas que no
tenian conservada la tirosina reportada fosforilada en la base de datos dbPSP. Se

registro un total de 13 proteinas (Tabla 5).
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Al utilizar MEME, se buscaron motivos conservados entre las secuencias completas

de las proteinas reportadas fosforiladas en tirosina, pero no se encontré una firma

identificable. Se obtuvo un total de 432 motivos totales, pero no habia motivos con

mas de 3 secuencias homologas.

Tabla 5. Proteinas completas con homologia >50% con proteinas de B. cenocepacia.

dbPSPID |(Nombre de protemma (kDa) |"0Identities |Funcidn
FPO002S | Chaperonina 3767|6973 Praviene 2l mal plagade v promueve el ensamblaje
PPOAN4E de loz polipsptidos desplagado: generadoz en
condiciones de estrés
FPO302T  (Proteina ribosomal 3038|1318 |66 Implicado en la umidn del ARME 2l ARNm
6
PP03038 (Protema transportadora|3.64 74 Tranzportador de la cadenz creciente de acides
da zcilo ETasos
PP03048  [Co-chaperoninz GroES 1038 |34 Ayundar al pleganuento de proteinas
PPO3055  [Proteaza subumdad HeIUW| 49539 |63 Drescomponen las proteinzs exprezadas en rezpuasta
2 estrés celular
PP03086  |Factor elongacion Gred (1764 |39 Mecszario para la elongacidn eficients de la
transeripeion de la AR pol
PP03093  [Proteina chaperona DmzK 6911 |73 Plisga proteinas  naciembes v de  proteimas
demnaturalizadas por estraz.
PP0681Y  [Tramsportador del30.13 |74 (Generar ATP por fosforilacion oxidativa
formiatos nitratos
PPO683]  [Mucledsida difosfato 1521 |63 Sintasiz de trifosfatos de mucladsidos distintos del
quinaza ATP
PPO3012  |Alguile hidroperdendol 20074 |67 Protege an estrdz celular omidatrro, catalizando
reductaza C H20: 2 hidroparexidos
PPOO16]1  |Citrato sintasa 4807 (66 Cataliza la reaccion de condenszacicn tipe aldélica
dal acetata
PPO1408  |Subunidad alfs de la ARX|36350 |60 Cataliza la franzeripeion del AT en AR
pol
PP03431  ([[==U7 1384 |30 Imvoluerada regulacion de lz actividad enzimatica,
PPO3430 catalizis redox, replicaciin v reparacion d= ADI,
ragulacion de la exprazion genetica
PPO7176  |Proteina chaperona|63.74 |60 MMaduracion de las proteinas que contiensn chisters
homologa a la Hae de hiamro v azufre
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7.3 Escrutinio de las células AbptpA-BPtpApizza y AiscR- BPtpAbiza

transformadas

Las colonias resultantes de la transformacion de las cepas B. cenocepacia AbptpA-
BPtpApi27a ¥ AisCR- BPtpApi27a se analizaron mediante PCR, amplificando el gen
iscU y utilizando como control positivo la cepa B. cenocepacia K56-2. Las colonias
transformadas correspondientes a B. cenocepacia AbptpA-BPtpApi27a amplificaron un
fragmento de tamafio similar (aproximadamente 420 pb) al del control positivo (Figura
5-A, Carril 4). De manera similar, la colonia recuperada de la transformacion de la cepa
correspondiente a la trasformacion de B. cenocepacia AiscR- BPtpApi27a (Figura 5-B,

Carril 1) amplifico el fragmento de tamafio similar al control positivo.

A) Abp tpA B) AiscR
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Figura 5. Andlisis de colonias transformadas correspondientes a B. cenocepacia.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Se utiliz6 marcador de peso molecular (MW)
de 1Kb. El tamafio de las diferentes bandas se indica en pares de bases (pb). A) PCR
de colonias correspondientes de la transformacion de B. cenocepacia AbptpA-
BPtpAbp127a, B) PCR de colonias correspondientes de la transformacion de B.
cenocepacia AiscR- BPtpApi27a.
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7.4 Condiciones Optimas para la expresion de la proteina recombinante BPtpA

La induccion de BPtpA se realizé en la cepa B. cenocepacia AbptpA/pAT52, utilizando
dos concentraciones de ramnosa (0.4% y 0.2%). Se tomaron muestras tras 1, 2, 4,y 24
horas de incubacion. Los extractos se sometieron a los procedimientos previamente

descritos en material y metodos (6.5).

La expresion de la proteina se evidencié empleando un anticuerpo especifico para la
etiqueta de histidinas. Se observo una banda de aproximadamente 19 kDa (Figura 6-
B), correspondiente al peso molecular de BPtpA, con las dos concentraciones de

ramnosa utilizados y, en los tiempos de 1, 2 y 4 horas de induccion.

Ramnosa 0.2% Ramnosa 0.4%
24 Mw

E§

5

Coomassie 25
17

11

-25

Figura 6. Expresion de la proteina recombinante BPtpApi27zaX10His. Se muestran
los lisados celulares de las muestras de B. cenocepacia AbptpA-BPtpApi27a tomados a
la 1, 2, 4y 24 horas de induccién con concentraciones de 0.2% y 0.4% de ramnosa.
MW: Marcador de peso molecular (kDa). A) Analisis mediante SDS-PAGE, B)
Confirmacion por medio de Western blot con anticuerpo anti-His.
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7.5 Medio LB favorece una mayor produccion de BPtpA

Las cepas de B. cenocepacia AbptpA y AiscR portadoras de pAT52 se inocularon en
medio LB y M9. En medio minimo M9 no se detecto la presencia de BPtpA (Figura
7), mientras que, al utilizar medio LB para la expresion de la proteina, se obtuvo una
banda del peso correspondiente a BPtpA (Figura 7-B, carril 1-2). Por lo anterior, se
decidié continuar con los experimentos de co-purificacion utilizando solamente medio
LB y una concentracion final de ramnosa de 0.2%.
A) B)
M9 LB M9
Hrs 4 6 mMw Hs 4 6 4 6 Ctrol mw

i
35

25
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11

Coomassie Anti-His 1:5,000

Figura 7. Evaluacion del medio 6ptimo para la induccién de la proteina
recombinante BPtpA. A) SDS-PAGE con un gel de poliacrilamida al 15% tefiido con
azul de Coomassie de la induccion de BPtpA en medio limitado de nutrientes. MW:
Marcador molecular (kDa), B) Inmunoreconocimiento de la fosfatasa BPtpA mutante
catalitica en medio limitado de nutrientes y medio enriquecido a diferentes tiempos de

induccion.
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7.6 Co-purificacion de proteinas posibles sustratos de BPtpA

Para la co-purificacion de las posibles proteinas que interaccionan con la fosfatasa, se
utilizé BPtpA mutante catalitica como cebo. Se emplearon las células transformadas B.
cenocepacia AbptpA-BPtpApizza Yy AiscR- BPtpApizza, asi como los controles
negativos B. cenocepacia AbptpA-pSCrhaB2 yAiscR-pSCrhaB2. Se puede observar
que las bandas y posibles sustratos de BPtpA poseen tamafios semejantes en ambos
fondos genéticos utilizados (Figura 8A-B, carriles E1 y E2), asi como también se

observa una banda de 19 kDa correspondiente a BPtpA.

p) _AbpipA B) AiscR
WDIZTA10X}-ﬁS w0127A10x}is

CONTROL E1 E2 E2 E1 CONTROL

Figura 8. Comparacion de proteinas co-purificadas con BPtpA con los fondos
genéticos de B. cenocepacia AbptpA y AiscR. Las lineas E1 y E2 corresponden a las
dos eluciones con una concentracion de 400Mm de imidazol. Control: corresponde a
las cepas B. cenocepacia AbptpA y AiscR con el plasmido pSCrhaB2 vacio. A)
Eluciones 1y 2 de la co-purificacion correspondiente al fondo genético B. cenocepacia
AbptpA-pSCrhaB2, B) Eluciones 1y 2 de la co-purificacion correspondiente al fondo
genético B. cenocepacia AiscR- pSCrhaB2.

Para evaluar el posible estado fosforilado de las proteinas co-purificadas se realiz6 un
Western blot. La sefial identificada utilizando el anticuerpo anti-P-Tyr demostro6 que la

banda correspondiente a BPtpA y la banda de aproximadamente 30 kDa fueron
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reactivas al anticuerpo anti-P-Tyr, sugiriendo que se encuentran fosforiladas. (Figura
9).

NiscR AbpitpA

BptpApi27aHis pSCRhaB2  BptpApi27aHis
E1 E2 E1  E2 E1 E2

Anti-P-Tyr

Figura 9. Evaluacién de las proteinas co-purificadas mediante Western blot.
Inmunoreconocimiento de BPtpA y proteinas que interactuaron con BPtpA mutante
catalitica, trasferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpo anti-
P-Tyr (1:4,000).

7.7 Las proteinas contenidas en la banda de 30 kDa contienen dos posibles
sustratos de BPtpA

Los sustratos putativos contenidos en la banda de aproximadamente 30 kDa se
identificaron realizando un analisis por espectrometria de masas, encontrandose a la
proteina 30S ribosomal S2 y a la proteina acetil-glutamato cinasa, las cuales participan
en funciones diferentes en la bacteria (Tabla 6).
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Tabla 6. Proteinas sustrato putativas identificadas por espectrometria de masas. Se
~30 kDa (Figura 9, carril E1 y E2, de AiscR-

incluyeron candidatos de la banda
BPtpApi27a Yy AbptpA- BPtpAp1274).

Uniprot Description Molecular | Location | Peptides | Theoretical | Coverage Protein
Accession mass Peptides (%) ID
kDa

RS2_BURCC 30S ribosomal protein S2 OS 27.101 ~33kDa |9 23 35.3659 84104
Burkholderia cenocepacia strain band
MCO 3 OX 406425 GN rpsB PE 3
SV1

ARGB_BURCH Acetylglutamate kinase OS 32.089 ~33kDa |5 26 31.4381 84506
Burkholderia cenocepacia strain band
HI2424 OX 331272 GN argB PE 3
SV2

46



8. DISCUSION

Burkholderia cenocepacia, asi como las especies pertenecientes al Bcc, se encuentran
distribuidas de manera diversa en la naturaleza, colonizando diferentes nichos y
contribuyendo al crecimiento de diversas plantas. Sin embargo, estas bacterias pueden
comportarse como  patdgenos oportunistas en pacientes con FQ e
inmunocomprometidas. Dentro del grupo de especies que componen el Bcc, B.
cenocepacia representa la especie mas comunmente aislada. Las infecciones por esta
bacteria suelen cursar como cuadros pulmonares agudos, denominados sindrome
cepacia. Su tratamiento es complicado debido a su resistencia intrinseca a diversos

antibidticos de uso clinico [68, 101] y su gran capacidad de adaptacion.

Entre sus caracteristicas de adaptacion se encuentra la produccion de EPS y la respuesta
a condiciones de estrés. De las LMW-PTP de B. cenocepacia, BPtpA es la Unica que
se ha asociado con la respuesta al estrés nutricional. Las bases moleculares de su
especificidad de sustrato han sido estudiadas previamente en nuestro equipo de trabajo
[80, 94]. Este proyecto se enfoc en identificar proteinas que interactian con BPtpA,
con el objetivo de comprender de mejor manera el papel de las enzimas que realizan la

fosforilacion de tirosinas en la fisiologia procarionte.

La busqueda in silico de posibles proteinas fosforiladas de B. cenocepacia utilizando
la base de datos dbPSP arroj6é que 6 sitios de 4 microorganismos diferentes se
conservaban en B. cenocepacia. Estos 6 sitios pertenecian a las siguientes proteinas:
factor de elongacion Tu (Rhodopseudomonas palustris y Escherichia coli) (Figura 10),
proteina reguladora del nitr6geno P-Il (Rhizobium meliloti), factor de elongacion G
(Escherichia coli), glutamina sintetasa (Pseudomonas taetrolens) y enolasa

(Escherichia coli).

Entre las funciones descritas de estas proteinas se puede destacar el factor de
elongacion Tu (EF-Tu). La fosforilacion de EF-Tu se identificé en E. coli y
Rhodopseudomonas palustris (Figura 10), pero también se ha descrito en otras
bacterias como Thermus thermophiles [102], B. subtilis [103], Corynebacterium
glutamicum [104], Streptomyces collinus [105], Thiobacillus ferrooxidans [106], S.
pneumoniae [107], M. genitalium [108] y M. pneumoniae [108]. Mientras que la
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fosforilacion de EF-Tu reduce su afinidad de union a GTP, reduciendo asi la sintesis
de proteinas, esta modificacion post-traduccional también inhibe la unién del
antibidtico kirromicina, un inhibidor especifico de EF-Tu [109]. Ademas, la
disminucion del crecimiento bacteriano asociada a la fosforilacion de EF-Tu se ha
implicado como una medida de aclimatacion a las condiciones de estrés durante la
infeccion [110].

Por otra parte, la glutamina sintetasa (GS) cataliza la condensacion dependiente de ATP
de amonio y L -glutamato, formando asi L -glutamina, ADP, fosfato y un proton. En M.
tuberculosis su funcion es esencial para el crecimiento de la bacteria tanto in
vitro como in vivo, ya que afecta la modulacion del pH en los fagosomas, previniendo
la fusion fagosoma-lisosoma, ademas resulta importante en la biosintesis de la pared
celular [111].

De acuerdo con lo anterior, las proteinas descritas resultan posibles candidatos a

fosforilacion en B. cenocepacia y sustrato de BPtpA.

2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Elongation_factor_Tu_R_palustris_E_coli [81 D C P G H A D Y V K N M ITG 95]
Elongation_factor_Tu_Burkholderia [81 DCPGHADYVKNMITG 95]

Figura 10. Alineamiento de secuencia de la proteina factor de elongacion Tu.
Alineamiento del sitio donde se ha reportado fosforilacion en tirosina en la proteina
factor de elongacion Tu en Rhodopseudomonas palustris y E. coli, con la proteina
ortéloga de B. cenocepacia.

Al intentar identificar un motivo conservado entre los sitios donde ocurria la
fosforilacion en tirosina encontramos 34 motivos que contenian secuencias
medianamente conservadas. Un resultado semejante se obtuvo al utilizar la secuencia
completa de las proteinas reportadas fosforiladas en tirosina. No obstante, no se

observaron motivos con una homologia en mas de tres o0 cinco secuencias,
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respectivamente. Lo anterior, puede deberse a que el sitio donde ocurre la fosforilacion
no es el reconocido por las BY-cinasas o las fosfatasas, es decir que no hay una firma

identificable asociada al sitio de fosforilacion.

El alineamiento de las proteinas identificadas con la secuencia completa de B.
cenocepacia arrojo un total de 14 proteinas con una homologia >50%. Entre estas
proteinas se encuentra la subunidad HslUV (Figura 11), de una proteasa dependiente
de ATP de dos componentes que desempefia funciones importantes en el control de
calidad de las proteinas, a menudo eliminando las proteinas dafiadas por el calor u otras
tensiones desestabilizadoras [112]. En E. coli la expresion de las enzimas HslU y HslV
aumenta a altas temperaturas y la proteo6lisis de HsIUV es sustancialmente mas rapida
a temperaturas altas que a temperaturas bajas in vitro [112]. En el caso de Leptospira
interrogan, el proteosoma HsIUV contribuye a su supervivencia intracelular al
degradar los agresomas que se generan durante la infeccion de las células huésped
[113]. Ademas de las funciones de HsIUV bajo estrés térmico, esta proteasa también
cumplen una funcién importante en la respuesta al estrés en un ambiente acido [114].
Otra proteina de interés como posible sustrato para BPtpA, fue la proteina ribosomal
30S S6. Después de un choque osmético en Listeria monocytogenes se vio alterada la
expresion de varias proteinas, incluida la proteina ribosomal 30S S6, la cual se

sobreexpreso al someterse a este estrés [115].

Por otra parte, de los productos codificados por el operon ISC (localizado rio abajo de
bptpA), la proteina de andamio IscU se encuentra implicada en el ensamblaje de grupos
de hierro-azufre (Fe-S), un grupo prostético implicado en una amplia variedad de
funciones bioldgicas, desde el transporte de electrones hasta funciones estructurales y
de catalisis [116, 117]. En el analisis de alineamiento, IscU de S. flexneri y E. coli se
encontraron reportadas fosforiladas en tirosina. La evidencia proporcionada por el
analisis in silico coloca a estas proteinas como posibles sustratos para BPtpA por su
importancia al participar en procesos indispensables en la bacteria y responder a

diferentes sefiales externas, como lo es el estrés por calor o por un ambiente acido.
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MULTISPECIES: ATP-dependent protease ATPase subunit HslU [Burkholderia]

Score Expect Method Identities Positives Gaps

575 bits(1481) 0.0 Compositional matrix adjust, 289/447(65%) 362/447(80%) 4/447(0%)

Query 1 MSEMTPREIVSELDKHIIGQDNAKRSVATALRNRWRRMQLNEELRHEVTPKNILMIGPTG 60
MS MTP EIVSELDKHIIGQ AK++VA+ALRNRWRR Q+ + LR E+TPKNILMIGPTG
Sbjct 1 MSTMTPAEIVSELDKHIIGQAKAKKAVAVALRNRWRRQQVADPLRQEITPKNILMIGPTG 6@

Query 61  VGKTEIARRLAKLANAPFIKVEATKFTEVGYVGKEVDSIIRDLTDAAVKMVRVQAIEKNR 120
VGKTEIARRLAKLA+APFIK+EATKFTEVGYVG++VDSI+RDL + +VK R + K R
Sbjct 61  VGKTEIARRLAKLADAPFIKIEATKFTEVGYVGRDVDSIVRDLIEISVKQTREAEMRKVR 120

Query 121 YRAEELAEERILDVLIP-PAKNNWGQTEQQ--QEPSAARQAFRKKLREGQLDDKEIEIDL 177
+A + AE+RILD+L+P P +G  + + +A RQ FRK+LREGQLDDKE+E+DL
Sbjct 121 SKATDQAEDRILDILLPQPRAVGFGGNAEHANDDNNATRQTFRKRLREGQLDDKEVELDL 180

Query 178 AAAPMGVEIMAPPGMEEMTSQLQSMFQNLGGQKQKARKLKIKDAMKLLIEEEAAKLVNPE 237
+G++IMAPPGMEEMT Q++SMF NLG K++ RK+KIK+A+KLL +EEAAK++N E
Sbjct 181 EQPSVGMDIMAPPGMEEMTEQIRSMFSNLGSGKKQRRKVKIKEALKLLTDEEAAKMLNEE 240

Query 238 ELKQDAIDAVEQHGIVFIDEIDKICKRG-ESSGPDVSREGVQRDLLPLVEGCTVSTKHGM 296
E+K A+ VEQ+GIVF+DEIDKI R E SG +VSR+GVQRDLLPLVEG TV+TK+GM
Sbjct 241 EVKTKAVQNVEQNGIVFLDEIDKITSRNNEGSGGEVSRQGVQRDLLPLVEGTTVNTKYGM 308

Query 297 VKTDHILFIASGAFQIAKPSDLIPELQGRLPIRVELQALTTSDFERILTEPNASITVQYK 356
VKTDHILFIASGAF +AKPSDLIPELQGR PIRVEL +L+ +DFE IL  +#AS+ QY+
Sbjct 301 VKTDHILFIASGAFHLAKPSDLIPELQGRFPIRVELDSLSVNDFEAILVATDASLVKQYQ 36@

Query 357 ALMATEGVNIEFTDSGIKRIAEAAWQVNESTENIGARRLHTVLERLMEEISYDASDLSGQ 416
AL+ATE V +EF D GI+R+AE A+ VNE TENIGARRL+TV4E+L+EE+S+ A + 4G+
Sbjct 361 ALLATEDVQLEFADDGIRRLAEIAFAVNEKTENIGARRLYTVIEKLLEEVSFSAGNHAGE 420

Query 417 NITIDADYVSKHLDALVADEDLSRFIL 443
+TIDA YV + L + DEDLSR++L
Sbjct 421 RVTIDAKYVDRALGEVSQDEDLSRYVL 447

Figura 11. Alineamiento de la subunidad HslUV de una proteasa dependiente de
ATP. Alineamiento de la secuencia completa de la subunidad HsIUV, con una

homologia del 65% con la proteasa subunidad HslU de B. cenocepacia.

Adicionalmente, se analizé la interaccion in vitro de BPtpA con sus posibles sustratos,
asi como el estado fosforilado de los mismos. En E. histolytica, para identificar
sustratos de su LMW-PTP (GenBank: XP_656359) se realiz6 una mutante en la
cisteina catalitica de su sitio activo, lo que permitio identificar 5 proteinas que
desempefiaban papeles importantes en la virulencia de la ameba. Una en la
eritrofagocitosis, una en la motilidad y la eritrofagocitosis, dos en el metabolismo y
una en la transduccion de sefiales, esclareciendo las vias en las que participa esta
fosfatasa [118].

Por otra parte, se decidio utilizar una cepa B. cenocepacia AiscR, ya que ISCR es un
regulador transcripcional negativo del operén ISC [119] y asi se favoreceria la

disponibilidad de las proteinas ISC y su posible interaccién con BPtpA.

Para optimizar la expresion de BPtpA se realizaron ensayos con diferentes
concentraciones finales de ramnosa (0.2 y 0.4%), de acuerdo con lo reportado por

Cardona y colaboradores, quienes establecieron que el promotor rha responde a bajas
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concentraciones de ramnosa (0.2%) [120]. La expresion de BPtpA se observo a partir
de esta concentracion. Posteriormente, con la finalidad de evaluar y comparar la
expresion de nuestra proteina de interés en condiciones Optimas y de estrés en el
crecimiento, se realizaron inducciones en dos medios de cultivo distintos, uno rico en
nutrientes (LB) y un medio minimo (M9). La produccién de BPtpA se evidencid
mediante inmunoreconocimiento con anticuerpos contra la etiqueta de histidinas. La
expresion de la proteina solo se observé en medio rico LB (Figura 7-B). Esto sugiere
que el medio minimo M9 no favorece la transcripcion del gen, la activacion del
promotor en ramnosa o bien la agregacion de la proteina codificada como cuerpos de
inclusion [121].

A partir de los ensayos de co-purificacion se destacd una banda de aproximadamente
30 kDa en los dos fondos genéticos utilizados, la cual podria contener proteinas sustrato
de BPtpA.

Previamente se demostrd que BPtpA es reactiva al anticuerpo anti-P-Tyr [80]. Los
resultados de este trabajo confirman dicha observacién (Figura 9, carril 1, 2, 5y 6,
banda 19 kDa). Ademas, la banda de aproximadamente 30 kDa también resulto reactiva
al mismo anticuerpo, sugiriendo que dicha proteina se encuentra fosforilada y
representando un sustrato de BPtpA (Figura 9). No obstante, cabe mencionar que se
han reportado sustratos de PTP que interacttian con otros dominios de la enzima (lejos
del sitio activo), previo a la reaccion de desfosforilacion [122].

La identificacion de las proteinas en la banda de aproximadamente 30 kDa mediante
espectrometria de masas derivo en la identificacion de la proteina 30S ribosomal S2 y
la acetil-glutamato cinasa (Tabla 5). La confirmacidn de estas proteinas como sustratos
de BPtpA daria lugar al acercamiento para determinar la funcion de BPtpA en

diferentes vias celulares importantes para B. cenocepacia.
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Figura 12. Estructura tridimensional de los sustratos putativos de BPtpA. A)
Proteina ribosomal 30S S6, B) Proteina acetil glutamato cinasa.

Nuestro estudio in silico logré identificar la proteina ribosomal 30S S6, dicha proteina
fue reportada fosforilada en tirosina en E. coli y cuenta con un homologo en B.
cenocepacia. Mediante espectrometria de masas se identificé la proteina ribosomal 30
S2 como proteina co-purificada por BPtpA. La proteina ribosomal S2 esta involucrada
en la formacion del complejo de iniciacion de la traduccion, donde podria entrar en
contacto con el ARN mensajero y varios componentes del ribosoma [123]. Ensayos de
captacion de sustrato utilizando a la LMW-PTP, Spd1837 de S. pneumoniae
identificaron a la proteina ribosomal 30 S3 como posible sustrato [124]. Los resultados
obtenidos apuntan a que diferentes subunidades de la proteina ribosomal 30S, en
especial la subunidad S6, podrian ser sustratos a fosforilacion en tirosinas y, por

consiguiente, interactuar con BPtpA.

Por otra parte, la proteina N-acetil-I glutamato cinasa (NAGK) cataliza el segundo paso
en la sintesis de I-arginina, la cual a su vez forma parte de la biosintesis de aminoacidos
y realiza la fosforilacion de N-acetil-l-glutamato (NAG) para dar N-acetil-I-glutamato-
5-fosfato [125]. En el caso de las bacterias que no utilizan la ruta lineal de biosintesis
de arginina, esta enzima puede ser inhibida, promoviendo la coordinacion de
actividades cataliticas y con ello la supervivencia de la bacteria en medio limitado de
nutrientes [126]. La alteracion en la actividad de esta proteina (por medio de la
fosforilacion y desfosforilacion de tirosina) puede tener implicaciones en la capacidad

de B. cenocepacia para su respuesta al estrés nutricional.
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CONCLUSIONES

Por medio de un andlisis in silico se identificaron 24 proteinas reportadas
fosforiladas en residuos de tirosina en la base de datos dbPSP, fueron
homologas con proteinas de B. cenocepacia. Entre las funciones de estas
proteinas se encuentra la respuesta a diferentes tipos de estrés y privacion de
nutrientes.

El uso de una mutante catalitica de BPtpA permitié la interaccion de al menos
dos proteinas que co-purificaron con la fosfatasa.

Las proteinas co-purificadas con BPtpApi27a en las cepas de B. cenocepacia
AbptpA'y AiscR fueron semejantes.

Las inmunotransferencias con un anticuerpo anti-P-Tyr sugieren que las
proteinas co-purificadas estan fosforiladas.

El analisis in silico predijo una de las proteinas que co-purificaron en el ensayo
in vitro con BPtpApi27a.

Las proteinas identificadas por LC-MS/MS dentro de la banda de
aproximadamente 30 kDa co-purificada con la cepa B. cenocepacia AiscR

corresponden a la proteina 30S ribosomal S2 y a la acetil glutamato cinasa.
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