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RESUMEN




El ge central de la presente Tesis Doctoral ha sido la conexién existente entre la
capacidad infectiva de Salmonella typhimurium y el mantenimiento de sus concentraciones
intracelulares 6ptimas de hierro 'y zinc.

El estudio de la relacion entre € hierro y la virulencia se realizO mediante la
construccion y caracterizacion de un mutante fur. La proteina Fur es el regulador de los
sistemas vinculados con la captacién, transporte y almacenamiento de este elemento. La
desregulacién de estos sistemas en la cepa mutante provoca el aumento de la concentracion
intracelular de Fe** libre, lo que incrementa la actividad de algunas enzimas como 1a 3,5 -
cAMP fosfodiesterasa codificada por € gen cpdA. Este hecho determina una disminucion
de la concentracién de cAMP intracelular y, por consiguiente, una reduccion de aquellos
genes y regulones que estén bajo € control del complego CRP-cAMP, entre los que se
encuentra el sistema de sintesis y ensamblgje de flagelos. Asi mismo, se ha demostrado que
existe una vinculacion adicional entre la proteina Fur y la sintesis flagelar a través del
control por parte de éstadel promotor flhDC, conocido también como master operon, y que
se encuentra en la clspide de la cascada de activacion de todo € regulon. La reduccién de
la concentracion intracelular de CAMP puede ser la causa de la menor virulencia de los
mutantes fur cuando son inoculados intraperitonealmente en ratones BALB/c 0 Swiss.

La vinculacion entre e zinc y la capacidad infectiva de S. typhimurium se abordo
mediante la construccion de mutantes que tuvieran afectado el gen zur, que codifica €
regulador transcripcional relacionado con este elemento, o € gen znuC, que forma parte de
un sistema de transporte de ata afinidad. En € primer caso, cuando los sistemas de
transporte de zinc de la cepa mutante estan desregulados, se observa un ligero descenso de
la capacidad infectiva cuando se inocula por via intraperitoneal dicho mutante en ratones
BALB/c. Sin embargo, es la inactivacion del sistema de alta afinidad la que comporta una
reduccion més dréstica de la virulencia de la cepa cuando se inocula ya sea por via oral 0
intraperitoneal en el huésped. De acuerdo con estos datos, la cepa ZnuC’ es excluida por la
salvgie alo largo del proceso infectivo cuando se lleva a cabo una inoculacion conjunta con
ambas.

Finalmente, y mediante la construccién de una cepa mutS de S typhimurium asi
como de otra portadora de un plasmido con los genes umuDC de Escherichia coli, se ha

comprobado que € incremento de la frecuencia de mutagénesis, tanto espontanea como



inducida, no confiere una ventgja selectiva a lo largo del proceso infectivo. En
concordancia con €llo, también se ha podido constatar que € DNA de las células de S.
typhimurium no sufre un nivel de lesiones lo suficientemente elevado como para inducir el

sistema de reparacion de emergencia durante lainfeccion.

Los articulos que se adjuntan en los anexos |, 11 y 111 de la presente memoriade
Tesis Doctoral contienen los resultados en 10s que se basa este trabgjo.

Anexol: Campoy, S., A. M. Pérez de Rozas, J. Barbé e |. Badiola. 2000. Virulence and
mutation rates of Salmonella typhimurium strains with increased mutagenic
strength in a mouse model. FEMS Microbiol. Lett. 187:145-150

Anexo Il: Campoy, S., M. Jara, N. Busquets, A. M. Pérez de Rozas, |. Badiolay J. Barbé.
2002. Intracellular cyclic AMP concentration in decreased in Salmonella
typhimurium fur mutants. Microbiology 148:1039-1048

Anexo Ill: Campoy, S., M. Jara, N. Busquets, A. M. Pérez de Rozas, |. Badiolay J. Barbé.
2002. Role of the high-affinity zinc uptake znuABC system in Salmonella

enterica serovar Typhimurium virulence. Infect. Immun. 70:4721-4725.
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1. INTRODUCCION

Los cationes metdlicos como e Fe*, zn*, Cu®*, Mn*, Co* o Cd*, son
oligoelementos esenciales para el crecimiento de todos los organismos. Muchos de ellos
participan como cofactores en procesos enziméticos o forman parte de estructuras
anatdmicas celulares. Sin embargo, una elevada concentracion de estos elementos puede
tener efectos deletéreos o incluso letales sobre las células, ya sea por inhibicion de ciertos
procesos metabdlicos (como por gemplo la respiracion anaerébica) o por acumulacion de
radicales libres generados en los procesos de reduccién en los que participan. Por €lo es
fundamental que las células no sobrepasen la concentracién intracelular a partir de la cual
un determinado cation metdlico resulta ser toxico. Este control puede realizarse mediante
dos procesos no excluyentes: el control preciso de laincorporacién del cation y e bombeo
de éste al exterior celular cuando se encuentre en exceso. Con esta finalidad, los
organismos han ido desarrollando mecanismos especificos de captacion asi como sistemas
de excrecion. Obviamente, todos estos procesos deben estar perfectamente coordinados
entre si, y con las condiciones del entorno, por lo que, no solo implican proteinas que
realizan funciones concretas, sino también reguladores que controlan la expresion de éstas
segun las necesidades celulares.

Por otra parte, y desde la dptica de los organismos superiores, la necesidad de la
adquisicion de dichos cationes por parte de los microorganismos puede ser utilizada como
mecanismo de defensa inespecifico frente a desarrollo de procesos infectivos. En este
capitulo, llevaremos a cabo un breve repaso de las principales estrategias que los
organismos superiores utilizan para limitar la accesibilidad de estos cationes a los
microorganismos asi como de los diversos procedimientos mediante los que estos Ultimos
intentan sabotear esos sistemas genéricos de defensa.

Esta breve introduccion se centrara en tres de estos elementos esenciales, el hierro, €
zinc y el manganeso, gque son, en este orden y hasta e momento, |os més estudiados y de
los que se dispone més informacion sobre los sistemas relacionados con su transporte,

acumulacion y regulacion.



1.1. El hierro

1.1.1. Sistemas de los organismos superiores para limitar la
concentracion de hierro libre

De todos los cationes metélicos mencionados, es con toda seguridad el metabolismo
del hierro e que mas se conoce, tanto en |o que hace referencia a sus aspectos bioguimicos,
COMO a su transporte y almacenamiento.

De hecho, €l hierro es el elemento més controlado dentro del huésped, préacticamente
no se halla en forma libre, gracias a la existencia de una serie de moléculas encargadas de
retenerlo, tanto para facilitar sus diferentes funciones celulares en € organismo como para
dificultar que los microorganismos dispongan de é (Fig. 1.1)( Kingsley et al. (1995)). La
cantidad de hierro total presente en el organismo se encuentra mayoritariamente formando
parte del grupo hemo, dando lugar a hemoproteinas, como la hemoglobina (que
representaria un 65% del hierro total), la mioglobina (que representaria un 4%), diversos
compuestos que controlarian l1os procesos de oxidacion intracelular (aglutinando un 1% del
hierro global) como los citocromos, alrededor del 0.1% se encontraria en forma de
transferrina en el plasma sanguineo y del orden del 15 a 30% se hallaria almacenado en
forma, principalmente, de ferritina o a veces también como hemosiderina, en las células
reticuloendoteliales y en los hepatocitos (Guyton (1994)).

EXTRACELULAR INTRACELULAR
i ; : " Otras ferroproteinas
4 "'I'eg.o Transferrina | wes Ferritina — P
eladieta : (incluyendo aguellas con grupo hemo)

|

Fig. 1.1. Esquema genera de la entrada y distribucion del hierro en el interior de mamiferos (Tomado de
Ratledge et al. (2000))



A continuacion se describiran brevemente las principales caracteristicas de dichas

proteinas.

1.1.1.1. Las transferrinas

Los organismos superiores incorporan e hierro a través de la dieta. Este elemento se
absorbe a su paso por el intestino delgado. Basicamente, €l higado secreta, en la hilis,
cantidades moderadas de una globulina beta denominada apotransferrina que presenta una
elevada afinidad por este ion. La combinacion de ambos da lugar a la transferrina, que es
reconocida por receptores especificos de las células de la mucosa intestinal, siendo
trasvasada al torrente sanguineo (Aisen (1998)).

Las transferrinas son un grupo ubicuo de proteinas, presentes en todos los
vertebrados, y que presentan como caracteristica esencial una elevada afinidad por Fe** (su
constante de disociacion es del orden de 102 M) (Baker et al. (1994)). Existen distintas
variantes, todas con estructura analoga, como por gemplo la serotransferrina (que se
encuentraen el plasma), lalactoferrina o lactotransferrina (que se halla en la mayoria de los
fluidos extracelulares como la leche, las lagrimas, saliva o fluidos gastrointestinales) o la
ovotransferrina o conalbumina (presente en los huevos) (Baker et a. (1994)). Las diversas
transferrinas pueden llevar a cabo diferentes funciones. Asi, mientras la serotransferrina se
encarga bésicamente del transporte de Fe** via plasma siendo captada a través de receptores
especificos por agquellas células que lo necesitan, la ovotransferrina y la lactotransferrina
son quelantes de hierro, actuando, a disminuir la disponibilidad de hierro libre, como
agentes antimicrobianos (Yang et a. (2000)).

El tamafio de estas proteinas es de unos 80.000 Da, no poseen estructura cuaternariay
se caracterizan por presentar dos I6bulos unidos a través de un péptido “puente’ ( Ratledge
et al. (2000)). Cada uno de estos |6bulos presenta dos dominios, similares pero no iguales,
que facilitan la unién del Fe** (Yang et a. (2000)). Los &omos de éste se unen a una
estructura octagdrica que agrupa en un punto residuos aminoacidicos como Asp, laTyr y la
His que conforman un entorno ideal para dicha union. La cesion del hierro por parte de las
transferrinas es un proceso dependiente de pH y de la presencia de un receptor especifico,
ambos factores son necesarios para la rotacion y apertura de los dominios proteicos y la



subsiguiente transferencia de este elemento para ser incorporado al interior celular (Bailey
et al. (1998)).

Sin embargo, la caracteristica mas destacable de este grupo de proteinas es que, a
pesar de presentar una gran afinidad por € hierro, préacticamente nunca se encuentran
saturadas por este metal (Aisen (1998)). De hecho, por ejemplo, solamente una novena
parte de las moléculas de transferrina que circulan por la sangre tienen todos los posibles
lugares de unidn a hierro ocupados; cuatro novenas partes contienen la mitad de todo €l
hierro que podrian unir y € resto se encuentra en forma de apotransferrina (es decir, sin
hierro). En resumen, tan solo un tercio de los posibles puntos de unién a Fe** de las
transferrinas que circulan por sangre esta ocupado (Aisen (1998)). Esta caracteristica
permite que, si existe un aumento repentino de la concentracion de hierro libre en € medio,
éste pueda ser captado rapidamente, manteniéndose asi siempre una concentracion de
hierro libre muy escasa. Este mecanismo de secuestro juega un papel importante dentro de
los mecanismos de defensa del huésped frente a posibles infecciones. De hecho, se sabe que
el suministro de hierro a pacientes con infecciones puede empeorar su patologia (De Voss
et a. (1999)). De acuerdo con €llo, estudios recientes han demostrado que la inoculacion de
hierro exdgeno potencia las infecciones experimentales de microorganismos como
Aeromonas spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp., Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Salmonella spp., Listeria spp., Neisseria spp., Pasteurella spp., Pseudomonas spp.,
Saphylocoocus spp., Vibrio spp., Yersinia spp., Mycobacterium avium y Mycobacterium
tuberculosis (De Voss et a. (1999), Achenbach et a. (1997)).

1.1.1.2. Laferritina

La ferritina se encarga del amacenamiento del hierro e, igual que pasaba con la
transferrina, es una proteina presente en muchos organismos (animales, plantas, hongos y
bacterias) ( Theil (1987)). Laferritinaamacenahierro en el interior de las células, de forma
que éste se encuentra disponible, en forma soluble, para usarse cuando € metabolismo
celular lo requiera (Harrison et al. (1996)). Pero ademas de mantener la homeostasis celular
para este metal, la ferritina también tiene un efecto protector sobre las células, pues
amacena e hierro en una forma inocua evitando que tome partido en reacciones gque
podrian dar lugar alaformacion de radicales libres (Chasteen et al. (1999)).



acumula en forma de hemosiderina como complejos de fosfato o hidroxido, aunque en esta
forma es més dificil de volver a poner en circulacién en caso de necesidad (Kingsley et al.
(1995)).

1.1.1.3. El grupo hemo

Aungue las monedas de cambio del metabolismo del hierro sean fundamentalmente la
transferrina y la ferriting, la mayor cantidad del hierro presente en e organismo esta
asociado al grupo prostético hemo, que forma parte de las denominadas hemoproteinas
(Guyton (1994)). Entre €ellas se encuentran:

i) La hemoglobina, que es la mas importante y abundante de todas ellas.
Encargada del transporte de oxigeno, y puede llegar a contener un 65% del
hierro total del organismo.

i) Los citocromos (citocromo c¢ oxidasa, b/b6, b5, c554, f, cd, etc), que se
encuentran en las mitocondrias y en € reticulo endoplasmatico, y que participan
en |as reacciones de transferencia de el ectrones.

iii) Las catalasas y peroxidasas, que son enzimas encargadas de la proteccion
celular frente a las especies quimicas potencialmente dafiinas generadas en las
reacciones de oxidacion en las que participa, entre otros sustratos, €l peréxido de
hidrogeno.

Desde un punto de vista quimico, € grupo hemo forma parte del conjunto de
compuestos que recibe el nombre de porfirinas (Lehninger et a. (1993)). Una parte de la
sintesis de este grupo prostético tiene lugar en las mitocondrias, donde empieza y acaba €l
proceso, Yy laotra en € reticulo endoplasmatico. En todo caso, es en el espacio mitocondrial
donde se afade €l hierro, proceso que da lugar a la estructura final del grupo hemo (Fig.
1.3)

Fig. 1.3. Anillo caracteristico del grupo hemo donde se

insertael &omo de hierro




La sintesis de este compuesto es complicada y requiere un gasto energético
importante, por eso, a menos en los mamiferos, este grupo prostético puede ser
directamente incorporado a partir de la dieta, existiendo receptores especificos en la

membrana de la mucosa intestinal que lo reconocen e internalizan (Guyton (1994)).

1.1.1.4. La proteina Nrampl

El hierro no sdlo esta relacionado con los mecanismos de defensa del huésped de
forma indirecta gracias a su secuestro, sino gque también puede tener un efecto directo
contra posibles patégenos (Ratledge et a. (2000)). Por esta razén, se ha incluido en este
apartado la proteina Nrampl, que si bien no forma especificamente parte de |os sistemas de
almacenamiento de hierro, si que parece desempefiar un papel fundamental en la defensa
del huésped frente alas infecciones bacterianas (Wardrop et a. (1999)).

Los macrofagos son células involucradas en los mecanismos de defensa, pero,
ademés, son también la diana de diversos patdgenos intracelulares, como Salmonella
typhimurium, M. tuberculosos, M. bovis, M. leprae, M. avium o Leishmania spp. que
pueden subsistir en su interior una vez han sido fagocitados (Ratledge et al. (2000)).

Los macréfagos presentan una tasa de adquisicion de hierro, via transferrina, méas
elevada gque la mayoria de las células del huésped, debido, parece ser, a la produccion de
Nrampl (Cellier et al. (1996)). Esta es una proteina anclada en la membrana (contiene 12
dominios transmembrana) que cuando se encuentra en forma activa aumenta la cantidad de
hierro intracelular (Ratledge et al. (2000)). Este exceso de hierro se utiliza para la
produccion de especies reactivas derivadas del oxigeno (via reacciones de Fenton, Fig. 1.4)
gue pueden ser generadas en multiples procesos metabdlicos, como por g emplo durante la
sintesis de Oxido nitrico (Miller et al. (1997)).

Los iones hidroxilo obtenidos en esta reaccion son rapidamente introducidos en €l
fagosoma, donde pueden atacar a los microorganismos gque han sido fagocitados.

El papel de Nrampl en este tipo de defensa contra patégenos intracel ulares parece ser
importante al menos en los primeros estadios de la infeccion. Por gjemplo, se sabe que una
mutacion puntual en un lugar concreto de su cadena aminoacidica puede dar lugar a
sensibilidad, en ratones, a la infeccién por M. avium (Govoni et a. (1996)). Asi mismo, se

ha descrito, aunque no en todos los casos, una correlacion entre personas que tienen mayor
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susceptibilidad a contraer tuberculosis y la presencia de alteraciones en la proteina Nrampl
(Govoni et al. (1996)).

‘OH + OH" Fe(l11) 0,

H,0O, Fe(Il) O,

Reaccion: 'O, + H,0, —> 'OH + OH™ + O,

Fig. 1.4. Reacciones quimicas que dan lugar a radicales libres de oxigeno. La reaccién completa se conoce
como ciclo de Haber-Weiss. El radical superéxido ( 'O, puede producirse en los tejidos del huésped como
consecuencia de distintas reacciones, como las que tienen lugar mediante las éxido-nitrico sintetasas, pero es
el radical hidroxilo (OH") el que se considera potencia mente biotdxico. La parte izquierda del ciclo esla que

se conoce tipicamente como reaccion de Fenton (Tomado de Ratledge et al. (2000)).

Los patégenos, intentan, a su vez, defenderse de esta agresién con una bateria
enzimética basada en la sintesis sobretodo de catalasas, peroxidasas y alquilperoxido
reductasas, que les permiten la supervivencia en € interior del macrofago (Tsolis et al.
(1995)). De hecho, éste no es un mecanismo exclusivo para poder sobrevivir a ataque
directo en @ interior de los macr6fagos, sino que los microorganismos patégenos son
capaces de generar radicales hidroxilo, que no parecen dafiar su integridad pero si a los
tgjidos del huésped, aumentando ademés la respuesta inflamatoria (Ratledge et al. (2000)),

incrementandose asi € nimero de macréfagos en € lugar de lainfeccion.

1.1.2. Mecanismos bacterianos de captacion de hierro

A pH neutro la concentracion de Fe** viene marcada por la constante de solubilidad
del hidréxido férrico, no siendo ésta mayor de 10'®M, lo que comporta que la

concentracion de Fe** en solucién sea extremadamente baja (Kingsley et al. (1995)). Se
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estima que la concentracion minima de hierro para e crecimiento bacteriano optimo es de,
en general, 1 uM (Neilands (1995)). Por lo tanto, la escasa disponibilidad de hierro hace
gue este elemento actie como factor limitante para e desarrollo de la mayoria de
microorganismos. Debido a su importancia en el metabolismo, los microorganismos han
desarrollado una serie de mecanismos para la captacion eficiente de dicho metal. En
especial 1os microorganismos patdgenos, ya que para ellos, la escasez de hierro en el medio
se ve acentuada por la presencia, como hemos citado anteriormente, de proteinas
especificas sintetizadas por e huésped encargadas de la adquisicion, transporte y
almacenamiento de dicho elemento. De esta forma se establece una competencia entre los
mecanismos del patdgeno y los del huésped (Ratledge et al. (2000)).

1.1.2.1. Captacion directa de hierro

Algunos microorganismos anaerobicos, como Clostridium perfrigens, son capaces de
captar hierro creando a su alrededor un microambiente de pH mas &cido. En este ambiente
reductor, se favorece la aparicion de especies quimicas més solubles, formadas por Fe?*,
ademas de facilitar la liberacion de este metal por parte de proteinas del huésped como la
transferrina o la lactoferrina (Neilands (1995)). La captacion de hierro mediante esta
estrategia parece involucrar un sistema de transporte activo en € que intervienen proteinas
como FeoA y FeoB descritas también en anaerdbicos facultativos como S. typhimurium o
E. coli (Ratledge et al. (2000)).

1.1.2.2. Captacién de hierro mediante sideroforos

1.1.2.2.1 Funcion de los sider6foros

Ademés del mecanismo descrito anteriormente, usado por agunas bacterias
anaerobicas estrictas o facultativas, uno de los sistemas de captacion de Fe** més extendido
en el mundo microbiano es el uso de los denominados sideréforos (Ratledge et a. (2000)).

Los sideréforos (del griego sideros phoros “portadores de hierro”) son moléculas de
bajo peso molecular sintetizadas por bacterias, levaduras y hongos, que actian como
agentes quel antes especificos para e Fe** y que ven normalmente incrementada su sintesis
cuando el microorganismo se encuentra en un entorno pobre en dicho metal (Ratledge et al.
(2000y).
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La caracteristica principal de este tipo de moléculas es que presentan una elevada
constante de disociacion del hierro, oscilando entre 10% y 10™. Esta afinidad tan elevada, a
parte de facilitarles la captacion de este metal presente en compuestos como el hidréxido
férrico, les permite también arrancar los a&omos de éste unidos a proteinas del huésped
como la transferrina (con constante de disociacion de 10%) o la ferritina (Fig. 1.5)
(Neilands (1995)) .

Las concentraciones relativamente bajas de sider6foros que se hallan en los tegjidos
infectados ponen de manifiesto que su sintesis se halla fuertemente regulada, de forma que
en e momento que los ferrisideréforos son interiorizados, la escasez de hierro para la
bacteria disminuye y, por lo tanto, se bloquea su sintesis (Ratledge et al. (2000)). Ademés,
y una vez ha tenido lugar la transferencia del hierro captado en el interior celular, los
sideréforos pueden ser reciclados y exportados de nuevo a exterior, inicidndose otra vez el
ciclo de captacion y manteniéndose niveles constantes de adquisicion sin necesidad de

sintetizar nuevas moléculas .

EXTERIOR INTERIOR
CELULAR MICROORGANISMO

FUENTES
DE HIERRO Sideréforo > E—
Hld’réXIdO 7 +Fes+ ENTRADA Bacterioferriting,
férrico Mecanismo e
insoluble, | Solubilizacion deliberacion—> Hierro(ll) — Ferritina,
Transferrina, SECRECION (reduccion) Amp:ctemas
Ferritina, etc
Desferrisder ¢
6foro
Sintessde
sider6foros

Fig. 1.5. La sintesis de sider6foros se ve incrementada cuando los microorganismos que los producen se
hallan en un ambiente que presenta escasez de hierro. En estas condiciones se excretan a exterior, donde
pueden captar e Fe* de las fuentes existentes en e huésped. Una vez formado e complejo, estos
ferrisideréforos son reconocidos por receptores especificos de la pared celular bacteriana que, a través de un
sistema activo, los introducen a interior. Unavez alli el Fe** es reducido a Fe?* que interacciona con distintas
proteinas para su uso como cofactor o para ser almacenada para su posterior utilizacién (Tomado de Ratledge
et al. (2000)).
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Por otra parte, también se ha descrito que una vez en € interior de las células del
huésped, los patdgenos intracelulares como Salmonella spp. no necesitan los sistemas
especificos de captacion de hierro. De hecho, la concentracion de hierro presente en las
vacuolas es lo suficientemente alta como para inhibir la expresion de dichos sistemas
especificos. En ese ambiente, ciertos metabolitos primarios de la bacteria, pero también de
la célula huésped, como a-keto y los a-hidroxiacidos, son esenciales para la captacion de
hierro y en consecuencia para la proliferaciéon del patdgeno en € interior celular (Kingsley
et al. (1995)).

1.1.2.2.2 Tipos de sideroforos

Existen muchos tipos de sideroforos descritos. En la Tabla 1.1 y la Fig. 1.6 se
presenta respectivamente una peguefia relacion de los mas bien caracterizados para algunas

bacterias patdégenas asi como la estructura quimica de algunos de ellos.

o] N NH
OH Enterochelina
Anguibactina
//
= * p \ AN . ..
g Q O Fig. 1.6. Estructura de distintos
OH OH oH N "N/‘*oo‘ j/ A
o 'S O;M 2N 3 sider6foros
bm 0, o, c o”'\?] ;:‘F,
] o |

Vibriobactina Micobactina
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Tabla 1.1. Sideréforos de microorganismos patégenos

Microorganismo

Yersinia spp

Sideréforo producido

yersiniabactina

referencia

Perry et al. (1999)

Pseudomonas aeruginosa

Burkholderia cepacia

piochelina
pioverdina o pseudobactina

ornitina

cepabactina

&cido sdicilico

Persmark et a. (1991),
Meyer et al. (1989)

Vibrio cholerae
V. anguillarum
V. vulnificus

V. fluvialis

vibriobactina
anguibactina
vulnibactina
fluvibactina

Henderson et al. (1994),
Okujo et al. (1994),
Yamamoto et al. (1993)

Mycobacterium tuberculosis

sider6foros intracelulares:

micobactinas

DeVosset al. (2000),

M. leprae sideréforos extracelulares:
_ ) Ratledge et al. (2000)
M. avium exochelinas
carbomicobactinas
sideréforosintracelulares:
nocobactina
) formobactina Murakami et al. (1996),
Nocardia _
sideréforos extracelulares: Ratledge et al. (2000)
exochelinas
carbomicobactinas
staphyloferrina A
) Konetschny-Rapp et al. (1990),
Saphylocoocus aureus staphyloferrina B
. Courcol et a. (1997)
aureochelina
E. coli enterochelina o enterobactina Ratledge et al. (2000),
S. typhimurium aerobactina Kingsley et al. (1995)
Aeromonas spp amonabactina Barghouthi et al. (1989)
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Cabe destacar € caso de los sideroforos (citados en la Tabla 1.1) producidos por
Mycobacterium o Nocardia que pueden clasificarse en dos tipos, unos intracelulares (a
parecer anclados en la membrana citoplasmética) y otros extracelulares o exochelinas, que
permiten la captacion del hierro de las distintas fuentes del huésped (De Voss et al. (1999)).
La necesidad de la existencia de estos sideréforos intracelulares podria deberse a la gruesa
envoltura lipoproteica que presentan estas especies bacterianas en su pared (De Voss et al.
(1999)).

En € caso de las Enterobacterias, la mayoria de sus miembros sintetizan enterobactina
o enterochelina (Kingsley et a. (1995)). Este sider6foro presenta una de las constantes de
disociacion para hierro més elevadas (10°%), pudiendo arrancarlo fécilmente de la
transferrina. Algunas cepas de E. coli, Shigella flexneri, K. pneumoniae o Salmonella spp.
son capaces de sintetizar un segundo siderdforo (normamente codificado en
megaplasmidos) conocido como aerobactina. Este quelante presenta una constante de
disociacion (del orden de 10%°) muy parecida a la de las transferrinas y parece usarse
preferencialmente para la obtencion de hierro de otras fuentes distintas del huésped, como
laferritina, presente en el interior de las células de éste (Ratledge et a. (2000)).

Existen bacterias capaces de utilizar no sélo los sideroforos que €ellas sintetizan sino
también los producidos por otras especies bacterianas e incluso por hongos. Aunque es
Salmonella e microorganismo més conocido que utiliza xenosideréforos (Tabla 1.2)
(Kingsley et al. (1995)), muchas otras especies bacterianas pueden usarlos. Asi por
giemplo, E. coli puede incorporar € hierro quelado por ferricromos, coprégeno o por €l
acido rodotorulico, y seguramente ferroxiamina B (Ratledge et al. (2000)), todos ellos
sintetizados por hongos o Staphylocoocus aureus que también usa enterobacting, igual que
V. cholerae (Morrissey et a. (2000), Wyckoff et a. (1997)).
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Tabla 1.2. Esquema de |os sideréforos y xenosider6foros usados por cepas de Salmonella

Sider 6for os que pueden ser usados por cepas de Salmonella

Endogenos Exdgenos o Xenosider 6for os

Tipo Organismo productor
Myxochelina Myxobacterias
Amonabactina Aeromonas spp
Ferricromo Hongos

enterobactina Ferricrosina Hongos

aerobactina (seglin cepa) Coprégeno Hongos

&cido 2,3-dibenzéico ferrioxamina B Streptomyces pylosus

2,3-dihidroxibenzoilserina ferrioxamina E Erwinia herbicola

&cido a-ketoisocarpoico ferrioxamina G Hafnia alvei

acido a-hidroxiisovalérico 4cido 2,3-dibenzoico Metabolitos  producidos  por
2,3-hidroxibenzoilserina muchos microorganismos e incluso
acido a-ketoisocaproico por las células del huésped
&cido a-hidroxiisovalérico

1.1.2.2.3 Internalizacion de sideréforos en bacterias Gram negativas

1.1.2.2.3.1 El papel del sistema TonB

La pared de las bacterias Gram negativas estd compuesta por la membrana
citoplasmatica, €l periplasma, donde encontramos la marafia del peptidoglicano, y la
membrana externa. Este eficaz protector también es un impedimento para el intercambio de
nutrientes y otros compuestos con e exterior. La presencia de porinas en la membrana
externa facilita enormemente dicho intercambio, pero e tamafio del poro generado por
estas estructuras proteicas no es suficiente para la importacion de moléculas demasiado
grandes (Moeck et al. (1998)). Tal es el caso de los ferrisideréforos, que requieren para su
internalizacion la presencia de receptores especificos, 1os complejos sideroforo-receptor
presentan constantes de disociacion extremadamente pequefias (del orden de 10° — 10°),
permitiendo una eficiencia maxima de internalizacion a concentraciones muy bajas de
ligando, diferenciandose claramente del transporte via porinas (Moeck et al. (1998)).

El transporte a travées de la membrana externa de mol éculas asociadas a receptores de

alta afinidad, como pueden ser los sideréforos (Wyckoff et al. (1997)) asi como la
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1.1.2.2.4 Internalizacion en bacterias Gram positivas

En comparacion con las bacterias Gram negativas, |0s datos que se poseen sobre €
transporte, internalizacion y biosintesis de sider6foros en las especies Gram positivas son
escasos. En estos microorganismos los trabgjos realizados se han llevado a cabo
fundamentalmente en S. aureus (staphyloferrina A o0 B, y aureochelind) y el uso de
xenosideroforos como enterobactina (Morrissey et a. (2000)).

En este tipo de bacterias, y probablemente debido a tamario relativamente pequefio de
los sideréforos que producen, éstos pueden difundir libremente a través de la pared
bacteriana, desde € interior celular hacia e medio externo (Ratledge et a. (2000)). Sin
embargo, existen mecanismos de recepcion especifica anclados en la membrana
citoplasmatica. Se han descrito, por emplo, cuatro transportadores del tipo ABC para S.
aureus, que presentan homologia con proteinas involucradas en el transporte de hierro de
bacterias Gram negativas (Morrissey et a. (2000)). Asi, se ha caracterizado € operdn
sirABC; €l transportador FhuABC (Xiong et al. (2000)) (también presente en B. subtilis y
muy parecido a de E. coli (Howard et al. (2001)) , pese a que en este caso, €l transportador
FhuD tiene una especificidad mas restrictiva que en Gram negativas a unirse
exclusivamente a ferricromo); un posible transportador de hierro y manganeso
(denominado SitABC (Janakiraman et al. (2000)) y que también ha sido identificado en S.
epidermidis) y & operon sstABCD (que por homologia pareceria estar involucrado
igualmente en e transporte de magnesio). Al igual gque en otros sistemas de transporte del
tipo ABC, en e complgo proteico que forma el transportador existen proteinas con
regiones de union y catalisis para ATP y otras encargadas de generar un poro en la
membrana que permite el trasvase del ferrisideréforo hacia e interior (Ratledge et al.
(2000y).

1.1.2.2.5 Internalizacién y reduccién de Fe**y Fe?

Las ferrisideroforo-ferrireductasas se han identificado en numerosos microorgani smos
como Bacillus spp., Paracoccus denitrificans, E. coli, P. aeruginosa, Legionella

pneumoniae, Spirillum itersonii, M. smegmatis y en algunos hongos (Ratledge et al.
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(2000)). En todos los casos, |a molécula que actta como reductor esel NADH o el NADPH
y lareaccion que llevan a cabo:

Fe**-sideréforo + NAD(P)H — Fe®" + NAD(P)* + desferrisider 6foro

El Fe** es liberado a citoplasma donde interacciona con las distintas proteinas
bacterianas que o usan como cofactor.

La especificidad de sustrato de la ferrireductasa es muy amplia, de forma que por
giemplo la descrita para E. coli reduce cualquiera de los ferrisideroforos que se han
analizado (aerobactina, ferricromo, arthrobactina, schizokina y otros sideréforos del tipo
hidroxamato, ademéds de distintos quelantes sintetizados  artificialmente)
independientemente de si éstos son 0 no usados por |a bacteria (Ratledge et al. (2000)).

Debido a bao potencial rédox que presentan algunos ferrisideroforos, pareceria
dificil aceptar que fueran reducidos por NAD(P)H u otro agente biol6gico. Sin embargo, no
es descabellado pensar que la incorporacion rapida del Fe** generado en las proteinas
bacterianas podria desplazar € equilibrio de la reaccién hacia la reduccién del
ferrisideréforo (Ratledge et al. (2000)).

1.1.2.2.6 Las ferritinas bacterianas y las bacterioferrinas

El hierro internalizado se asocia a proteinas bacterianas como porfirinas o
apoproteinas dando lugar a complejos que presentan este metal incorporado en su
estructura. Pero €l hierro también puede ser almacenado (Abdul-Tehrani et al. (1999)), en
procariotas se han descrito dos tipos de proteinas que se encargarian de su acumulacion en
el interior celular (Andrews (1998)): Las ferritinas, que estan presentes también en
eucariotas (que se han descrito anteriormente en el apartado 1.1.1.2); y las bacterioferritinas
0 bacterioferrinas (Andrews et a. (1995)), sintetizadas casi exclusivamente por bacterias
aunque también se han detectado en algunos hongos (Carrano et a. 1996). Estas moléculas,
al igual que las ferritinas, estan formadas por 24 subunidades que se agrupan dando lugar a
una estructura esférica que puede acumular hierro en su interior (Theil (1987)). La

diferencia entre ambas es la existencia, en las bacterioferrinas, de 12 grupos hemo en su
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estructura, que se postula podrian intervenir en el proceso de liberacion de hierro cuando
éste es requerido por el metabolismo celular (Andrews (1998)).

Estas proteinas encargadas del amacenamiento de hierro estan ampliamente
distribuidas en todos los procariotas, encontrandose en bacterias Gram positivas, con ato y
bajo contenido en G-C, en arqueobacterias, en cianobacterias, en Bacteroides,
Thermotogales, y en las cuatro subdivisiones de las Proteobacterias (Abdul-Tehrani et a.
(1999)).

En E. coli se han descrito, como minimo, cuatro genes involucrados en e
almacenamiento de dicho metal (Andrews (1998)): bfd que codifica la ferredoxina asociada
a bacterioferring; ftnA que da lugar a la ferritina; ftnB (o yecl) que por homologia podria
describirse como “ferritina-like’ (aunque su actividad con relacion a almacenamiento de
hierro esta en entredicho porque no presenta un centro activo de accion para la ferroxidasa;
y bfr que dalugar ala bacterioferrina.

Solamente se han caracterizado FtnA y Bfr, confirmandose su estructura andloga a la
ferritina sintetizada por mamiferos. Aunque algunos estudios sugieren que ambas proteinas
son capaces de secuestrar hierro del citosol (Hudson et al. (1993), Andrews et a. (1993)),
otros en cambio, demuestran que, s bien la ferritina acumula hasta € 50% del hierro
intracelular durante |a fase postexponencial, la bacterioferrina Unicamente acumula un 1% ,
cuestionando su implicacion en & proceso de almacenamiento (Abdul-Tehrani et al.
(1999)). Por otra parte, agunas hipétesis formuladas sobre € efecto protector de éstas
proteinas que al acumular hierro impedirian que éste interviniera en reacciones de
produccion de radicales libres, han quedado descartadas por los resultados obtenidos en
estudios realizados en mutantes defectivos para los genes ftnA y bfr, en los que no se
detecta una mayor sensibilidad a H,O, ni un incremento de la cantidad de hierro reactivo
(Abdul-Tehrani et a. (1999)).

Independientemente de los datos acumulados, la importancia de estas proteinas queda
demostrada tanto por su amplia distribucion como también por la descripcion de la
presencia conjunta de ambas, no sélo en E. coli, sino en muchas otras bacterias. Este es €l
caso por gemplo de V. cholerae, M. tuberculosis o Clostridium acetobutylicum (Abdul-
Tehrani et al. (1999)).
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1.1.2.3. Receptores de transferrinas

Como se ha comentado anteriormente, las transferrinas son las proteinas encargadas
del transporte de hierro o del secuestro de éste en los diferentes fluidos del huésped.
Numerosas bacterias son capaces de unir transferrina a través de receptores especificos y
utilizarla como fuente de hierro.

En diferentes bacterias Gram negativas de familias como Pasteurellaceae o
Neisseriaceae se ha descrito la existencia, en la membrana externa , de dos tipos distintos
de receptores de transferrinas altamente conservados (Ratledge et al. (2000)). Ademés
parece que uno de ellos es capaz de reconocer la ferritransferrina y diferenciarla de la
apotransferrina.

Launién entre latransferrinay sus receptores especificos, al igual que la cesion de los
atomos de hierro, no es un proceso que parezca necesitar energia, aunque si que se requiere
la participacion de TonB para la liberacion de la apotransferrina que consecuentemente
dejard activo €l receptor (Moeck et al. (1998)). El paso del hierro através del periplasma, al
igual que sucede en € transporte de siderdforos, requiere la presencia de una proteina de
unién aFe**, inbrincada en un sistema de transporte del tipo ABC (Fig. 1.9).

El papel que juegan este tipo de proteinas durante la infeccidn parece ser importante
ya que la disrupcion de uno de estos sistemas de captacion de transferrina produce la
disminucion acentuada de la virulencia de cepas de Neisseria gonorrhoeae (Cornelissen et
al. (1998)).

Las bacterias patégenas Gram positivas también presentan receptores especificos para
el transporte de transferrina. Los mas conocidos son los descritos en S aureus y S
epidermidis (Ratledge et al. (2000)). En esos dos casos se ha demostrado la existencia de un
receptor especifico de 42 kDa capaz de reconocer los diferentes tipos de transferrinas
presentes en mamiferos.
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exterior y reconocido posteriormente por un receptor de membrana. Ambas estrategias se

discutirén brevemente a continuacion.

1.1.2.3.1.1 Sistemas de union a hemoproteinas dependientes de TonB

Existe un gran nUmero de receptores de membrana capaces de reconocer como
ligandos a grupo hemo o a hemoproteinas. Los sistemas de transporte que se conocen
pueden dividirse, en funcion de su especificidad en dos grupos: Los presentes en patogenos
extremadamente adaptados a huésped (como seria € caso de H. influenzae, N.
gonorrhoeae o N. meningitidis) que han desarrollado receptores especificos para € grupo
hemo o para la hemoglobina (Ratledge et a. (2000)). O bien los relacionados con otros
patdgenos como Y. pestis 0 Y. enterocolitica, que presentan receptores capaces de captar el
hierro presente en numerosas hemoproteinas (Thompson et al. (1999)).

A pesar de las diferencias entre los diversos receptores con esta funcién todos tienen
en comun laliberacion del grupo hemo de la hemoproteina, que unavez en e periplasmaes
trasvasado a interior del patdgeno donde puede ser incorporado directamente en las
enzimas bacterianas en forma de grupo hemo o bien se puede reutilizar el hierro que
contiene por degradacion del anillo porfirinico (Ratledge et a. (2000)).

1.1.2.3.1.2 Captaciéon del grupo hemo mediante factores solubles

En algunos sistemas de captacion del grupo hemo se ha descrito la presencia de un
componente extracelular, denominado hemoforo por analogia con los sideréforos. Seria e
caso por giemplo de S. marcescens que cuando se encuentra en condiciones de escasez de
hierro produce una proteina extracelular denominada HasA (Létoffé et al. (1994)). Este
hemdforo no libera el hierro de la hemoproteina, sino que se une y escinde el grupo hemo
de la hemoglobina. Esta proteina HasA, que también se encuentra en E. coli o en P.
aeruginosa, presenta una homologia significativa con los componentes de sistemas de
receptores de membrana externa asociados a TonB (Ratledge et a. (2000)). La
caracterizacion de su estructura sugiere que la union de este heméforo a la hemoglobina
induce en ésta una disminucion de su afinidad por € grupo hemo, de forma que éste se une
a HasA. Una vez formado € complgo HasA-grupo hemo, es relativamente facil su
transferencia a periplasma via HasR, que actuaria como receptor anclado en la membrana
(Létoffé et al. (1994)).
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Asi mismo, se ha detectado en los sobrenadantes de cultivos y en la membrana
externa de H. influenzae la presencia de una proteina de union a hemo o hemo-hemopexina,
denominada HxuA, que forma parte de un sistema de transporte del tipo ABC. Se ha
descrito que mutaciones en este transportador suprimen la habilidad de este patégeno de
crecer en medios con alguno de estos compuestos como fuente de hierro (Cope et al.
(1995)).

1.1.3. Control genético de los sistemas de captacién de hierro
en bacterias

Como ya se ha comentado, en las bacterias existen multitud de sistemas relacionados
con la importacion de hierro. En E. coli, probablemente una de las especies mas estudiadas
en este aspecto, se pueden citar mas de 20 genes implicados en esta funcion (Escolar et al.
(1999)).

Por otra parte, debido a la toxicidad que comportan elevadas concentraciones de
hierro en € citoplasma celular y teniendo en cuenta que en bacterias no se han descrito
bombas de excrecion para este elemento (Ratledge et al. (2000)), la tnica forma de control
de su homeostasis intracelular es la regulacion de los mecanismos de importacion a través
de la membrana. Esta funcion de control es la que desarrolla la proteina Fur (ferric uptake
regulator), que gerce una regulacion transcripcional sobre casi todos |os genes implicados
en el transporte e incorporacion de dicho metal en funcién de la concentracion intracelular
existente y también sobre otros sistemas no vinculados directamente con este metal (Tsolis
et a. (1995)). Esto, unido a hecho que parece ser una proteina ubicua en procariotas, ha
dado pie a que algunos autores la describan como un regulador global del metabolismo
celular, al igual que otros reguladores transcripcionales como Fis, HU, Lrp o H-NS (Hall et
al. (1996)).

1.1.3.1. La proteina Fur

1.1.3.1.1  Estructura de la proteina Fur

El tamafo de esta proteina oscila en los distintos microorganismos en los que se ha
descrito entre los 128 alos 160 aminoacidos (Tabla 1.3) En € caso de E. coli, cuya proteina

es sin duda la mejor estudiada a nivel estructural, tiene un tamano de 17 kDa y se ha
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observado que en solucidon se encuentra formando homodimeros de 148 aminoacidos
/unidad.

Tabla 1.3. Microorganismos en los que se ha descrito la presencia de un gen fur

Microorganismos Grupo

Agrobacterium tumefaciens  Brucella melitnsis biovar Abortus .
A ) o . Proteobacterias alfa

Bradyrhizobium japonicum  Rhizobium leguminosum
Bortadella pertussis S

' . N. meningitidis
Burkholderia cepacia T .

. . Porphyromonas gingivalis Proteobacterias beta
Burholderia pseudomallei .
Ralstonia eutropha

N. gonorroheae
Campylobacter j¢j UNl Helicobacter pylori Proteobacterias épsilon
Campylobacter upsaliensis
Acinetobacter baumannii P. stutzeri
Aeromonas hydrophila S typhimurium
Alteromonas V. cholerae
E. cali V. fischeri
H. influenziae V. parahaemolyticus
H. ducreyi V. wulnificans
Histophilus ovis Xanthomonas campestris pv campestris Proteobacterias gamma
K. pneumoniae Xanthomonas campestris pv translucens
Legionella pneumophila Xanthomonas campestris pv vesicatoria
Listonella anguillarum Xanthomonas campestris pv phaseoli
P. aeruginosa Xanthomonas oryzae
P. fluorescens Yersinia pestis
P. putida
M. bovis M. marinum
M. fortuitum M. tuberculosis Actinobacterias
M. leprae Sreptomyces coelicol or
B. subtilis Mycoplasma pneumoniae
C. aceto_butyhcum S aureus Grupo Becillug/Clostridium
C. perfrigens Saphylocoocus epidermidis
Lactococcus lactis k4 P
Hal obacterium spp. Sulfolobus tokodaii Arqueabacterias

IVENAL KKAGLKVTLPRLKI LELLQEHHL SAEDL YKALEEGEEI GL

ATVYRVLNQFEDAG VTRHNFEGEKSVFEL AQGHHHDHLVCLDCG

KVI EFSDDEI EARQREI AAKHGFKLTDHSLYLYGVCCK

Fig. 1.10. Secuencia consenso (utilizando €l método de Clustalw) obtenida por comparacion de todas las
proteinas Fur citadas en la Tabla 1.3. En rojo se indican los aminoacidos que se conservan en todos |0s casos.
Estos acostumbran a estar englobados en regiones héice-a o plegamiento-p sefialadas en la secuencia por

lineas simples o dobles, respectivamente.
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En la proteina Fur se pueden identificar dos dominios perfectamente diferenciados.
El C-terminal, responsable de la unién con los iones metdlicos asi como de las
interacciones proteina-proteina que dan lugar ala dimerizacion. Y e N-termina encargado
del reconocimiento y anclaje al DNA (Stojiljkovic et al. (1995)).

()
+ Fe(l11) desferrisideréforo

ferrisider6foro ‘ < ’

ME
MI
Sistemas de transporte

desferrisideréforo
almacenado
A ™~ Fe(lll) —>» Fe(ll) 7 o

i enzimas

=
Radicales Fur+Fe(ll) =< Fur-Fe(ll)
libres

Regulacion transcripcional sobre genes
regulados por hierro

Fig 1.11. Diagrama esguemdtico de la funcion de la proteina Fur sobre promotores regulados por la

concentracion de hierro ( modificado de Escolar et al. (1999))

De hecho, el complejo Fe**-Fur (Fig. 1.11) es el que tiene capacidad de unién a los
operadores de los genes que estan bajo su control (Gonzalez de Peredo et a. (2001)). De
esta forma, cuando la concentracion intracelular de este i0n es suficientemente alta para
permitir la formacién de dicho complejo es cuando tiene lugar la represion de la
transcripcion de los sistemas bgjo este control. En el momento que la cantidad de hierro
disminuye, también lo hace el complejo Fe**-Fur, lo que libera las regiones operadoras y
permite la expresion de las unidades transcripcionales encargadas de la importacion de
hierro que permitira el reestablecimiento de su concentracion intracelular (Escolar et al.
(1999)).

La estructura secundaria prevista para la proteina Fur de E. coli, a igua que la
secuencia consenso que hemos obtenido por comparacion de los productos de los 60 genes
fur descritos hasta el momento (Tabla 1.3 y Fig. 1.10), esta constituida por tres hélices-a
seguidas de cadenas-3, siendo similares a las regiones de unién a DNA descritas para otros
reguladores como CAP, LexA o DtxR (Gonzalez de Peredo et al. (2001)) (Fig. 1.12).
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1.1.3.1.2 LacajaFUR

Estudios comparativos entre diferentes genes regulados por la presencia de hierro,
ademas de estudios de proteccion con DNAsa | (“footprint”), han permitido definir en E.
coli, una region consenso de 19 pb a la que se une la proteina Fur. La naturaleza
aparentemente palindromica de esta secuencia, ademas de la descripcion estructural hecha
anteriormente, sugieren que la interaccion entre Fur-DNA deberia ser parecida a la descrita

para otros represores celulares como por ggemplo LexA (Escolar et al. (1999)).

5-N ATAAT-3
3-N TATTA-5'

!

> > >
> € >
> > €

Hexamero: N AT A/; AT

Fig. 1.13. En la parte superior la secuencia de unién (Caja Fur) de la proteina Fur. En la parte inferior las
digtintas orientaciones en las que se puede encontrar esta secuencia en los promotores a los que se une dicho
represor. Cada flecha corresponde a una unidad del hexdmero (modificado de Escolar et al. (1999)).

Sin embargo, e estudio comparativo de las regiones promotoras de los genes
regulados por hierro permite observar la presencia de mdltiples cajas Fur, a veces incluso
solapadas, descartando el modelo de unidn de dimero-palindrome (Le Cam et al. (1994)).
De hecho, la cga Fur puede definirse como una combinacién de tres repeticiones
adyacentes de la secuencia NAT(A/T) tal y como se muestra en la Fig. 1.13 (Escolar et al.
(1999)).

Si bien es necesaria la existencia de, como minimo, tres repeticiones del hexamero
para permitir la union estable de la proteina, la orientacion en la que se encuentren no

parece ser importante. Este tipo de secuencias de union permite una gran variabilidad en las
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regiones promotoras reguladas, y tolerar, en cierto modo, cambios en éstas sin dar lugar a
una desregulacion del sistema (Escolar et al. (1999)).

La gran conservacion de la cgja Fur en diferentes especies bacterianas muy separadas
filogenéticamente, y el hecho que, en muchas e gen fur se encuentre en megaplasmidos o
dentro de islas de patogenicidad, hace sospechar su incorporacién, en algunos casos, como
consecuencia de procesos de transferencia horizontal (Achenbach et al. (1997)).

El propio gen fur presenta una cgja Fur en su regién promotoray su autorregulacion
ha sido confirmada por estudios de footprint, aunque e grado de represion parece menor
que e de otros genes del sistema (Escolar et al. (1999)). De hecho los niveles basales de
transcripcion de este gen son superiores a los que muestran otras proteinas que se
autorregulan.

Ademas, el gen fur también ve modulada su transcripcién por otros reguladores como
el complegjo CRP-cCAMP (Zheng et al. (1999)), que tiene un efecto activador, reforzando la
interaccion entre el estado metabdlico en € que se encuentra la célula y la cantidad de
hierro intracelular. Se ha descrito la presencia de cgas SoxR y OxyR en el promotor de Fur
(Zheng et a. (1999)). Estos dos reguladores se encargan de la activacion del sistema de
respuesta a estrés oxidativo (Touati et a. (2000)). Esta regulacion dual de la incorporacion
de hierro y € estado oxidativo celular se ha descrito también en eucariotas (Hantke (2001)).
De forma que cuando las cantidades de peréxido de hidrogeno o de iones superdxido son
suficientes para su activacion, aumenta la concentracion intracelular de Fur, paralizandose,
en primera instancia, la entrada de hierro que en caso de ser muy elevada podria ser dafiina

paralacélulaa generar lesiones en su DNA viareacciones de Fenton (Touati et al. (2000)).

1.1.3.1.3  Sistemas de deteccidon de genes regulados por Fur

Se han utilizado muchos métodos para detectar |as proteinas cuya sintesis depende de
la abundancia de hierro en e medio. De hecho, la comparacion de patrones de
electroforesis de proteinas de un microorganismo crecido en presencia o ausencia de un
guelante quimico permite la visualizacion de muchas cuya expresion esta regulada por este
elemento. La combinacion de este sencillo sistema con diferentes técnicas de biologia
molecular ha permitido la identificacion de muchos genes y proteinas regulados por este

metal y por lo tanto relacionados de algin modo, directo o indirecto con Fur en diferentes
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bacterias como Campylobacter jejuni, V. cholerae, Y. pestis, N. gonorrheae o S
typhimurium (Panina et al. (2001),Tsolis et al. (1995)).
Pero ademés de la que acabamos de citar, también se han desarrollado otras

estrategias genéticas y bioguimicas para identificar genes directamente vinculados a la

accion de la proteina Fur. Entre ellas podemos destacar |os siguientes:

Los ensayos FURTA (Fur titration assay). Su principio es relativamente
simple y a la vez ingenioso (Vassinova et al. (2000), Escolar et al. (1999),
Zheng et a. (1999), Tsolis et a. (1995)). Se basan en el uso de una cepade E.
coli que presenta insertada en su cromosoma la fusién de un promotor
regulado por la proteina Fur con e gen lacZ (normalmente se usan promotores
de genes como fiu o fhuF, que presentan baja afinidad por la proteina Fur). S
a continuacion se introduce en dicha cepa una genoteca construida en un
vector de alto nimero de copias, s uno de los plasmidos es portador de un
fragmento de DNA que contiene una cgja Fur se producira una desregulacién
del sistema (la concentracion intracelular de Fur disminuira al aumentar €l
numero de operadores a los que debe unirse) que dara lugar a un incremento
de la sintesis de (-galactosidasa facilmente detectable cualitativamente en
placas diferenciales (McConkey, EMB, X-Gal, etc) o cuantitativamente
mediante la determinacién de la actividad [.galactosidasa (Tsolis et al.
(1995)).

Seleccion ciclica de genes regulados por hierro. Este es un proceso derivado
de técnicas de SELEX (systematic evolution of ligands by exponentia
enrichment) (Ochsner et al. (1996)). Se basa en la capacidad de union de la
proteina Fur a DNA. En este caso, se pone en contacto dicha proteina con
fragmentos de DNA derivados de una digestion parcial del DNA gendmico a
estudiar, a los que se han unido unos fragmentos conocidos (linkers). A esta
mezcla se afladen anticuerpos que reconozcan especificamente al regulador
Fur, y se pasa la mezcla por una columna que retenga los anticuerpos.

Posteriormente se eluye el DNA unido a Fur y se hace una PCR de
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ha permitido por gemplo el aislamiento de & gen fur de Pasteurella multocida
(Bosch et al. (2001)).

iv) Utilizacion de manganeso. Se ha comprobado que a concentraciones muy
elevadas el Mn*" mimetiza la accién del hierro en su unién a Fur, provocando
los mismos cambios conformacionales. Esto permite e aislamiento de
mutantes fur, ya que solamente éstos son capaces de sobrevivir en medios
extremadamente ricos en manganeso pero con concentraciones de hierro
escasas (Hantke (1987)). Mediante este procedimiento se han obtenido
mutantes fur de C. jguni, V. cholerae, Y. pestis, N. gonorrhoeae y de S
typhimurium (Escolar et al. (1999)).

1.1.3.1.4 Genes regulados por Fur

La identificacion de genes regulados por e producto del gen fur ha revelado la
implicacion de este sistema no solo en € transporte, la reduccidn e incorporacion de hierro
en la célula (Ratledge et al. (2000), Foster et al. (1992), Baumler et al. (1998), Hassett et al.
(1996)) sino también en otros procesos, algunos de ellos no involucrados directamente en el
metabolismo del hierro (Serkin et al. (2000), Foster et al. (1992)). Existen mas de 90 genes
de E. coli que se han relacionado con € reguldon Fur, 60 de ellos se encargan de la
biosintesis y €l transporte de siderdforos, 18 codifican proteinas citoplasméticas
involucradas en el metabolismo global, y otras relacionadas con el metabolismo de hierro,
el estrés oxidativo y otras funciones (Hantke (2001), Hall et a. (1996), McCarter et al.
(1989)). De todo este grupo heterogéneo mas de 30 son factores de virulencia (Serkin et al.
(2000), Wang et a. (1996)). A continuacion se comentaran brevemente las caracteristicas

de alguno de ellos:

i) Regulacion de toxinas
La sintesis de diferentes toxinas como la Siga de Shigella, 1a“ Siga-like”,
lahemolisinade E. coli, lahemolisinade V. cholerae o la exotoxina A de P.
aeruginosa estan reguladas por la proteina Fur (Litwin et al. (1996), Escolar
et a. (1999), Prince et a. (1993)). En este contexto, se puede hipotetizar que
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i)

una baja disponibilidad de hierro seria la sefia de la entrada del
microorganismo al interior del huésped en el que mediante la accion de
diversos factores de virulencia, como dichas toxinas, podria permitir €l
acceso a fuentes de hierro, como la ferritina 0 € grupo hemo de la
hemoglobina, ubicadas en el interior de las células del huésped (Escolar et
al. (1999).
Sintesis de adhesinas o fimbrias

El gen iha de Y. pestis o de E. coli presenta una caja Fur, de forma que
estas proteinas que son reguladores de la produccién de adhesinas se
sintetizan cuando hay escasez de hierro en el medio, que como en € caso
anterior podria ser el mecanismo indicador de la entrada en el huésped
(Kgjadainen et al. (1991)).
Regulacion de la quimiotaxis

La quimiotaxis parece jugar también un papel importante en la
patogénesis de distintos microorganismos. Se ha destacado, por gemplo, la
presencia de cagjas Fur en los promotores de genes implicados en todos los
procesos de regulacion y transduccion de sefia de quimiotaxis tanto en E.
coli como en V. cholerae (Panina et al. (2001)).
Regulacién de la respuesta a estrés oxidativo

En este caso se ha descrito que la proteina Fur es capaz de interaccionar
con los promotores de diferentes genes implicados en la detoxificacion de
los derivados reactivos del oxigeno. Asi, las superéxido dismutasas
dependientes de manganeso, codificadas por el gen sodA de S. typhimurium,
E. coli o P. aeruginosa (Tsolis et a. (1995)) forman parte también del
regulon Fur. Por otro lado, se ha demostrado que la superdxido dismutasa
dependiente de hierro y codificada por sodB (Touati et a. (1995)) esta
también controlada por Fur (Dubrac et al. (2000), Hassett et al. (1996)),
aungue en este caso su sintesis se ve incrementada en presencia de hierro.
De hecho éste es uno de los primeros genes en los que se describi6 el papel
activador de la proteina Fur, s bien ain no se conocen claramente los

mecanismos mediante los que se gerce este efecto. En cualquier caso, €
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sentido biol6gico de esta activacion se ha de buscar en la necesidad de evitar
el dafio que puedan causar los radicales libres generados cuando la
concentracion de hierro intracelular es elevada
V) Resistencia frente a la acidez

La resistencia a pH &cido es un paso importante en la virulencia de
determinados patdégenos como S. typhimurium o H. pylori (Wilmes-
Riesenberg et a. (1996), Bijlsma et al. (2002), Hall et a. (1996)). Muchos
sistemas de regulacion global se ven implicados en la respuesta al estrés por
pH é&cido, como RpoS, OmpR, PhoP y también Fur (Bearson et al. (1997)).
La implicacion de este Ultimo se ha demostrado tanto en S, typhimurium
como en H. pylori (Bijlsma et a. (2002), Hall et a. (1996), Foster et a.
(1992)), comprobandose en €l primero que su actuacion es independiente de
la presencia de hierro intracelular y que ademas, las dos funciones, la de
regulador de la tolerancia a acido y la relacionada con € transporte de
hierro, pueden separarse funcionalmente (Hall et a. (1996)).

En la mayoria de los casos descritos, la proteina Fur actla como represor de la
transcripcion en presencia de hierro, si bien, y ademas de la regulacion del gen sodB ya
mencionada, existen otros gjemplos en los que este regulador tiene un efecto positivo sobre
laexpresion. Asi, €l andlisis de proteinas totales mediante el ectroforesis en dos dimensiones
en células de S. typhimurium en condiciones de limitacion de hierro ha puesto de manifiesto
la existencia de aproximadamente 15 genes regulados positivamente a parte de sodB. Entre
estos se encuentran, por giemplo, los genes de ferritinas bfr y ftn, la aconitasa codificada
por acnA, la fumarasa FUMA o proteinas vinculadas a la respuesta de pH acido (Bijlsma et
al. (2002); Hall et al. (1996); Foster et a. (1992)). En ninguno de estos casos se ha
observado alguna caja Fur en la region promotora o la presencia de otro regulador
transcripcional dependiente de Fur (Hassett et al. (1996)). Se habia sugerido que la
regulacion de estos sistemas pudiera llevarse a cabo a nivel postranscripcional (Dubrac et
al. (2000)). A este respecto, se ha demostrado recientemente la implicacion en esta
regulacion de un RNA de cadena sencilla de 90 nuclettidos, denominado RyhB, cuya

transcripcion esta controlada por la proteina Fur (Massé et al. (2002)). Cuando se produce
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la sintesis de RhyB, éste se une al mRNA codificado por genes como ftn, acnA, fumA o
sobB, produciendo su rapida desaparicion (Fig 1. 16). Este hecho concuerda con la
observaciéon de que la vida media del mRNA de los genes controlados positivamente por
Fur disminuye dréasticamente en mutantes deficientes en esta proteina (Dubrac et al. (2000),
Hantke (2001)).

Presenciade Hierro

+ | —
Sl Complejo Fur-Fe? NO Complejo Fur-Fe?*
il —1 I v
NO sintesisde NO sintesis de genes Sl sintesis de genes Sl sintesis de SRNA
sRNA RyhB transporte de hierro transporte de hierro RyhB
S proteinas de NO proteinas de
almacenamiento almacenamiento

Fig. 1.16. Modelo de lainteraccion entre Fur y RyhB para regular la expresién de los genes implicados en la
utilizacién de hierro (Tomado de Massé et al. (2002))

Por otra parte, la proteina Fur parece tener diferentes funciones dependiendo del
microorganismo en cuestion. Asi, esta proteina en esencial para Neisseria, Pseudomonas,
Rhizobium y V. anguillarum, en los que ha sido imposible hasta e momento la
construccion de mutantes defectivos, pero no para S typhimurium, E. coli, Bacillus,
Yersinia 0 V. cholerae donde son completamente viables (Vasil et a. (1999)). En todo caso,
se podria hipotetizar la relacion entre € tipo de respiracion que presentan estos
microorganismos con la viabilidad del mutante (Hassett et a. (1996)), que seria

préacticamente nula para | os aerdbicos estrictos.
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Una de las caracteristicas sorprendentes de la proteina Fur es el nimero de copias de
esta proteina en €l interior celular que para E. coli oscila entre 5000 copias en una célulaen
estado exponencial, o del orden de las 10000 cuando €l sistema esta activado, por gjemplo,
por sefides de estrés oxidativo (Escolar et a. (1999)). Esta concentracion es
extraordinariamente ata, sobretodo s se compara con las cifras obtenidas para otros
reguladores transcripcionales que tienen entre 10-20 (Lacl) o 50-300 (represor Trp).
Ademés, estos valores no tan solo se han encontrado en E. coli, sino que valores
comparables se han obtenido en otros microorganismos como V. cholerae (Watnick et al.
(1997)).

Una explicacién a este gran nimero de copias podria encontrarse en la gran cantidad
de genes que forman parte de este regulén y en consecuencia a la presencia de un elevado
nimero de operadores a los que la proteina Fur debe unirse. No obstante, también se ha
postulado la posibilidad que esta gran concentracion intracelular de proteina Fur pueda
servir como amaceén transitorio de hierro cuando su concentracion sea demasiado elevada
(Escolar et al. (1999), Abdul-Tehrani et al. (1999), Zheng et al. (1999)). Esta accién
quelante permitiria, por un lado, evitar los efectos nocivos causados por €l hierro libre, y a
su vez mantenerlo secuestrado hasta la sintesis de cantidades suficientes de ferritina u otras

proteinas que incorporan hierro a su estructura (Abdul-Tehrani et al. (1999)).

1.1.3.2. La proteina DtxR

A parte de tener una proteina homaologa a Fur, en algunas bacterias Gram positivas se
ha detectado la presencia de un regulador que, aunque no presenta homologia con Fur, tiene
una estructura global comparable y es capaz, ademas, de actuar como represor cuando se
une a hierro (Hantke (2001)). Esta proteina se conoce con el nombre de DtxR ya que fue
caracterizada por primera vez en Corynebacterium dysenteriae en € gue regula la sintesis
de la toxina de la difteria (Boyd et a. (1990)). DtxR tiene un tamafio de unos 25 kDay se
une en forma dimérica a la region operadora de los genes que controla. Se han detectado
proteinas similares a DtxR en Sreptomyces spp., Brevibacterium lactofermentum, S
epidermidis (conocido en este caso como SirR) o Mycobacterium spp. (donde recibe el
nombre de IdeR de iron-dependent regulator) (Escolar et a. (1999)). En el caso de IdeR se

ha demostrado su implicacion en laregulacion de la biosintesis de la exochelinaMS o de la
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micobactina S, ademas de la regulacion de otros productos que, al igual que pasaba con €l
regulon Fur, no parecen tener una relacion directa con e metabolismo de hierro (Schmitt et
a. (1995)). Se ha relacionado a este regulador con la alcohol deshidrogenasa, una serin
proteasa, una proteina ribosomal 16S, la subunidad a de la nitrato reductasa, genes
involucrados con la sintesis de histidina, algunas proteinas de membrana o con otras
proteinas de funcidén desconocida. En M. smegmatis es necesaria la presencia de este
regulador para mantener los altos niveles de transcripcion del gen katG que codifica una
catalasa asi como de la superéxido dismutasa dependiente de hierro codificada por e gen
sodA (De Voss et a. (1999)). Estos datos, demuestran, una vez mas, la estrecha relacion
existente entre la importacion de hierro y los sistemas de respuesta al estrés oxidativo
(Hantke (2001)). La importancia de este regulador en la virulencia queda demostrada por la
disminucion de la capacidad infectiva del mutante IdeR de M. tuberculosis cuando es
inoculado en ratones (Manabe et al. (1997)).

1.1.3.3. La proteina PerR

En agunos microorganismos como Bacillus spp, S aureus, S epidermidis,
Sreptococcus pyogenus o C. jgjuni se ha descrito también la presencia de otro regulador
transcripcional, denominado PerR que es dependiente de hierro o manganeso (Bsat et al.
(1998)). Se encarga del control de la transcripcién de proteinas encargadas del
almacenamiento y acumulacion de hierro a nivel intracelular. Presenta cierta similitud con
OxyR, regulando la transcripcion de genes que codifican catadlasas o alquil
peroxidoreductasas. Se ha vinculado a PerR con la regulacion transcripcional del gen fur
(Bsat et al. (1998)), de forma que en este caso también existiria una nueva relacién entre el
transporte de hierro y €l estado oxidativo celular (Horsburgh et al. (2001)).

1.1.3.4. La proteinalrr

La proteina Irr se ha descrito en Bradyrhizobium japonicum (Hamza et al. (1998))
donde acttia como regulador de la biosintesis de hemo, coordinando ésta con la homedstasis
de hierro, regulada por Fur, proteina también presente en este microorganismo y que
presenta un 29% de homologia con Irr (Escolar et a. (1999)). A diferencia del efecto

general de Fur, Irr es un activador transcripcional en presenciade hierro.
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1.1.4.

Tratamientos antibacterianos basados en los sistemas

de captacion de hierro

La correlacion existente entre la expresion de sistemas de captacion de hierro de alta

afinidad, la virulencia y la capacidad de colonizacion de determinados patégenos ha sido

demostrada en muchas ocasiones mediante el estudio de diferentes mutantes (Ratledge et

a. (2000)). Esto hace de todo €l sistema de captacion de hierro una diana ideal para €

desarrollo de nuevos agentes quimioterdpicos o nuevas estrategias para € control de las

infecciones provocadas por estos microorganismos (De Voss et al. (2000), Panina et al.

(2001)). A modo de g emplo, se pueden comentar brevemente las siguientes:

)

i)

El uso de analogos de siderdforos, que son reconocidos por 1os sistemas de
transporte pero que no pueden ser metabolizados, de forma que bloguean las
vias de entrada de hierro mediante estos receptores (Adilkashmi et al.
(2000y).

La fusion entre sideréforos y agentes antimicrobianos. El reconocimiento
especifico de la parte del sider6foro permitiria la entrada directa del agente al
espacio intracelular. En esta linea se han sintetizado conjugados de
sideréforos con B-lactamasas, acido nalidixico, vancomicina o eritromicina,
sin embargo, sdlo en pocos casos dichas moléculas parecen conservar su
capacidad antimicrobiana (Ratledge et al. (2000), M6limann et al. (1998)).
Utilizacién de proteinas de membrana externa reguladas por hierro. La
respuesta humoral del huésped contra los microorganismos genera, entre
otros, anticuerpos contra epitopos superficilles del  patdgeno,
mayoritariamente contra el lipopolisacarido, contra las proteinas de la pared o
contra proteinas de membrana externa en e caso de bacterias Gram
negativas. Si tenemos en cuenta que la expresion de las proteinas de
membrana externa reguladas por hierro (IRMP) se ve incrementada en
diferentes entornos del huésped (Rutz et al. (1991)), se puede inferir que estas
son también objetivo de los anticuerpos generados en la respuesta humoral
(Brown et a. (1984), Meyer et al. (1990)). Los anticuerpos contra IRMP,
ademés de bloguear la capacidad de importacion de sideroforos y otras

fuentes de hierro a interior celular, han demostrado poseer un efecto
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bactericida o bacteriostatico sobre P. aeruginosa, N. gonorrhoeae o A.
baumannii (Petterson et a. (1990), Goel et a. (2001)). Asimismo,
incrementan la eficiencia de la fagocitosis gracias a un efecto opsonizador
(Goel et a. (2001)). Por todo ello, la presencia de anticuerpos contra las
IRPMs tiene un efecto protector contra los microorganismos que las han
generado. De hecho, existen en el mercado productos como Salenbac”, que se
utiliza como vacuna contra S enterica Serovar Enteritidis, basados en la
inoculacién de bacterias inactivas que han sido crecidas en medios con
quelante, induciendo en ellas la aparicion de IRMP. Del mismo modo, se ha
descrito que la inoculacion directa de IRMPs en animales también tiene un

efector protector frente a posteriores infecciones (Sokol et al. (1983)).

1.2. El zinc

1.2.1. Disponibilidad de zinc en los organismos superiores

El zinc es un nutriente esencial para los organismos debido a los muchos papeles que
desarrolla en los procesos biogquimicos celulares. Se encarga del mantenimiento de la
estructura y de la actividad catabdlica de diversas proteinas, asi como de la estabilizacion
de diferentes motivos presentes en reguladores transcripcionales en los que este metal de
transicion forma parte de estructuras como los denominados dedos de zinc, los anillos de
zincolosdominios LIM (Lu et a. (1997), Schmiedeskamp et a. (1997)).

Pese a que la disponibilidad de zinc en los organismos superiores no esta tan
controlada como en el caso del hierro. En eucariotas se ha descrito la presencia de sistemas
de transporte de zinc de alta afinidad (como la familia de proteinas ZIP) o de baja afinidad,
a igua que una serie de bombas de eflujo (como la familia CDF, de Cation Difusion
Facilitator) que permiten la expulsion de zinc del citoplasma hacia €l exterior o bien hacia
compartimentos intracelulares donde es acumulado para su uso en condiciones limitantes,
evitando |l os efectos nocivos de su acumulacién en e citoplasma (Gaither et al. (2001)).

En los mamiferos las concentraciones de zinc son muy variables. Asi pueden ser
limitantes en el plasma, con una concentracion de 0.9-1.4 ug/ml (Chen et al. (2001)), en €

gue mayoritariamente se encuentra unido a proteinas como la albimina o la a,-
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macroglobulina, si bien en otros fluidos como & semen pueden ser muchisimo maés altas,
llegando a 53 pg/ml, niveles que resultan potencialmente toxicos para microorganismos
como N. gonorrhoeae (Chen et al. (2001)). Esta variabilidad hace que las bacterias
patdgenas hayan desarrollado también sistemas de control de la homedstasis para este
metal.

1.2.2. Control de la concentracidon de zinc en bacterias

En bacterias existen més de 300 enzimas dependientes de zinc por su papel en la
estabilidad estructural o para su actividad catalitica. La concentracion necesaria de este
elemento para € desarrollo es de 0.5-1 uM (Lu et a. (1997)), mucho menor que la
necesaria para el crecimiento de células eucariotas 0 hongos (Rensing et a. (1997), Lu et al.
(1997)).

Sin embargo, elevadas concentraciones de zinc pueden resultar nocivas ya que, entre
otros efectos, puede producir la inhibicién de la respiracion por afectacion directa de
algunos citocromos (Agaarad et al. (2001), Beard et a. (1995)) o interferir, por
competencia directa, en la union de otros iones metalicos que, como é, se encuentran en los
centros cataliticos o estabilizando determinadas estructuras proteicas (Patzer et al. (2000)).

Las fluctuaciones de la concentracion de zinc existentes en los mamiferos (Chen et al.
(2001)), y la necesidad de control de la homeostasis de este metal en e interior de las
células bacterianas, han llevado a desarrollar diferentes mecanismos de control de los

sistemas de entrada y de exportacion de este metal al exterior.

1.2.2.1. Mecanismos de transporte de zinc en bacterias

El estudio de los sistemas de transporte de zinc ha sido dificil debido a los problemas
gue genera la deteccién de las cantidades infimas necesarias para € metabolismo celular
bacteriano, la elevada afinidad de este metal por la superficie bacteriana o € rapido
intercambio entre el interior y €l exterior celular (Lewis et al. (1999), Turk (1985)). Estos
problemas se han superado mediante técnicas de andlisis de absorcién atdmica o por
activacion de neutrones, ademas de la caracterizacion y € estudio de mutantes en los que se
ve af ectada laimportacion o exportacion de dicho metal.
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Estos avances han permitido la descripcion, a igua que en las células eucariotas
(Gaither et al. (2001)), de diversos sistemas implicados en la captacion de zinc y € bombeo
de éste hacia € exterior celular, ambos encargados del mantenimiento de las
concentraciones Optimas de zinc en € interior celular (Zhao et al. (1996), Eide et al.
(1996)).

1.2.2.1.1  Sistemas de captacion de zinc

La importacion de zinc al interior de las células puede llevarse a cabo mediante dos
sistemas, los de adta afinidad , expresados cuando la presencia de dicho metal en e entorno
es limitante, y los sistemas de baja afinidad (no exclusivos para este cation) que se encargan

de su captacion cuando su concentracion en €l medio es elevada.
1.2.21.1.1 Mecanismos de transporte especifico de alta afinidad

1221111 Transportadores del tipo ABC

Estos transportadores de alta afinidad aparecen en la superficie celular cuando existe
una deficiencia de zinc. Al igual que otros miembros de esta familia de transportadores,
este sistema esta formado por tres proteinas, una de union a metal (en € caso de E. coli
denominada ZnuA), otra integral de membrana (ZnuB) y una tercera con actividad ATPasa
(ZnuC) (Patzer et a. (1998)). Estos transportadores se han descrito en distintos
microorganismos, tanto Gram positivos como Gram negativos, asi por gemplo se
encuentran en S. pneumoniae ( donde se conoce como adcABC), H. influenzae, H. ducreyi,
B. subtillis ( donde el transportador esta formado por YcdH, YceA y Ycdl), T. pallidum
(troABC), N. gonorrhoeae, N. meningitidis, S typhimurium, S enteritidis, S. typhi, S
paratyphi, K. pneumoniae, V. cholerae, B. pertussis, Caulobacter crescentus, P. aeruginosa
y E. coli (Dintilhac et al. (1997), Xiong et a. (2000), Thewell et a. (1998), Patzer et al.
(1998), Lu et a. (1997), Lewis et a. (1999), Gaballa et al. (1998), Lee et a. (1999), Lee et
al. (1999)).

En algunos de estos organismos como E. coli 0 S pneumoniae, estos genes se
encuentran formando un cluster en el que la transcripcion de znuA es divergente respecto a
la de znuCB, siendo la separacion entre las dos unidades transcripcionales de tan solo 25 pb

(Patzer et a. (2000)). En otros casos como N. gonorrhoeae o B. subtilis, también se
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encuentran formando un cluster, pero en este caso se produce una Unica unidad
transcripcional que contiene los tres componentes del sistema (Gaballa et a. (1998), Chen
et a. (2001)). Sin embargo, en otras especies bacterianas, como H. influenziae, los tres
genes se encuentran distribuidos en puntos dispares del genoma, hecho que normamente
dificulta su identificacion (Lewis et al. (1999)).

La expresion de estos sistemas de alta afinidad se produce en los momentos que la
concentracion de zinc es limitante. Estudios de expresion llevados a cabo con fusiones entre
los promotores de estos transportadores y e gen lacZ, han permitido definir que
concentraciones superiores a5 UM de Zn®* son capaces de reprimir e sistema (Patzer et al.
(1998)).

De las tres proteinas que forman este transportador, la més estudiada es la que se une
directamente a metal (ZnuA en € caso de E. coli). En las bacterias Gram negativas, dicha
proteina parece estar localizada en el espacio periplasmatico (Lewis et a. (1999)). Si bien
el conjunto de estudios llevados a cabo no descartan tampoco la posibilidad de que esta
proteina pueda ser excretada a exterior para actuar como captador externo de zinc, de

formaandloga alos sideréforos (Lewis et a. (1999)).

1221112 Transportadores del tipo ZIP

Recientemente se ha descrito la presencia en E. coli de la proteina ZupT,
perteneciente a la familia ZIP (de Zrt-, Irt-like protein) (Grass et a. (2002)). Hasta €
momento, este tipo de transportadores habia sido descrito Unicamente en eucariotas
(Gaither et al. (2001)). Esta clase de transportadores fueron caracterizados en un principio
por su participacion en el transporte de metales como €l zinc o e hierro, si bien se ha
observado que también estan relacionados con e manganeso o € cadmio, aunque la
especificidad por éstos depende de cada receptor (Gaither et al. (2001)).

La proteina ZupT esta relacionada directamente con el transporte de zinc y aunque
parece que los transportadores tipo ZnuABC presentan mayor afinidad por zinc, ambos se
encargan de la incorporacion de éste cuando su concentracion en € entorno es limitante
(Grasset a. (2002)).



1.2.2.1.1.2 Mecanismos de baja afinidad

La proteina PitA, que forma parte del transportador de baja afinidad de fosfato
inorganico, parece estar también relacionada con el transporte de este cation divalente, ya
gue en mutantes defectivos para esta proteina se observa una menor acumulacion
intracelular de zinc en comparacion con las células salvajes (Beard et al. (2000)).

Asi mismo, en B. subtilis se ha descrito la presencia de una proteina de membrana
codificada por e gen yciC, cuyo producto parece ser una ATPasa de membrana y cuya
expresion se regula en funcion de la concentracion de zinc existente (Gaballa et al. (1998)).
Aparentemente, mutaciones en esta proteina solo tienen efecto en el crecimiento cuando
estan asociadas a deficiencias en e sistema de captacion de alta afinidad de zinc y cuando
la concentracion de este metal en e medio es baja, ademas este defecto en € crecimiento
puede suprimirse por la adicion de zinc. Por este motivo, se ha propuesto que esta proteina
es un componente de un transportador de zinc de baja afinidad (Gaballa et a. (1998)).

1.2.2.1.1.3 Mecanismos de bombeo de zinc

Las bacterias han desarrollado también mecanismos de expulsion de zinc a exterior,
con lafinalidad de evitar la acumulacion de éste en e citoplasmay prevenir asi sus posibles
efectos toxicos.

En E. coli se han descrito dos tipos de sistemas de eflujo de zinc, uno perteneciente a
la familia de las ATPasas de tipo-P y otro relacionado con la familia de facilitadores de la
difusion de cationes, ambas implicadas no solo en el bombeo de zinc sino también de otros

cationes divalentes.

1.2.2.1.1.3.1 La ATPasa ZntA

La familia de las ATPasas dél tipo-P incluye muchisimas proteinas (mas de 50) que
estan presentes tanto en eucariotas como en procariotas. En € caso concreto del zinc, la
ATPasa responsable de su transporte esté codificada en E. coli por € gen zntA (de zinc
tolerance) (Rensing et al. (1997)). El descubrimiento de este transportador se hizo gracias a
estudio de mutantes espontaneos que presentaban mayor sensibilidad a diferentes metales
gue no la cepa original de la que derivaban. En este caso, |a cepa portadora de la mutacion

del gen zntA presentaba una clara sensibilidad a la presencia de Zn** en el medio, que se
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podia suprimir si se complementaba la mutacién en trans (Beard et al. (1997)). También se
observé una mayor sensibilidad del mutante frente a otros cationes divalentes como Cd?*,
Co®*, Pb®* y Ni?*, aunque en mucho menor grado que la observada para zinc (Beard et al.
(1997)). Su definicion como ATPasa del tipo-P se hizo en base a la similitud de esta
proteina con las pertenecientes adichafamilia (Rensing et al. (1997)).

Se ha descrito también la presencia de proteinas ortélogas a ZntA, por gemplo de
ZiaA (de zinc ATPasa) presente en Synechocystis (Beard et al. (1997)) o la metalotineina
codificada por €l gen smtA en cianobacterias (Turner et al. (1993)).

1.22.1.1.3.2 El sistema ZitB

Lavinculacion del gen zitB a bombeo del zinc (previamente conocido como ybgR) se
hizo en funcion de la similitud de la secuencia de su producto con otras proteinas
pertenecientes a la familia de facilitadores de difusion de catién (CDF) presentes también
en eucariotas y vinculadas con el transporte de metales (Grass et al. (2001)).

Estas proteinas, que tienen como caracteristica estructural seis dominios
transmembrana y otro rico en histidinas que parece extenderse en el citosol, confieren
resistencia a elevadas concentraciones de zinc cuando son sobreproducidas por
Saccharomyces cerevisiae (Eide (1998)). Esta resistencia parece ser debida a eflujo de
metales hacia € exterior que obviamente es mayor cuanto méas elevado es el nimero de
transportadores existentes. Sin embargo, los mutantes ZitB" no presenta una mayor
sensibilidad a zinc, que solo se manifiesta en los dobles mutantes zitB zntA, siendo estos
mucho més sensibles que los mutantes zntA (Grass et al. (2001)). Por €ello, se hipotetiza que
el transportador ZntA es €l responsable del bombeo de zinc cuando éste se encuentra a
concentraciones elevadas, mientras que ZitB seria un sistema de control de la homeostasis

cuando los niveles de este metal son mas bajos (Grass et al. (2001)).

1.2.2.2. Regulacion de la captaciéon de zinc en bacterias

Al igual que pasaba con €l hierro, el sistema de mantenimiento de las concentraciones
intracelulares de zinc presenta también una serie de reguladores transcripcionales que
actiian como sensores de este metal y permiten la expresion de los elementos que controlan

cuando son necesarios.
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Se han descrito diversos reguladores relacionados con la homeodstasis del zinc, pero
ninguno de ellos presenta la red reguladora que se ha descrito para la proteina Fur.
Todos ellos pertenecen a la familia de los metaloreguladores, presentando cierta

homol ogia estructural entre si.

1.2.2.2.1 Laproteina Zur

Se ha detectado la presencia del gen zur (zinc uptake regulator) en numerosos
microorganismos como E. coli, B. subtilis, S. typhimurium, S. typhi, N. meningitidis, S
aureus, L. monocytogenes, A. tumefaciens, S. meliloti, Y. pestis, V. cholerae o B. melitensis.
Debido a la similitud que presentan con la proteina Fur, se cree que muchos de los genes
catalogados como fur pueden ser en realidad genes zur (Patzer et al. (2000) Panina et al.
(2001), Gaballaet a. (1998)).

La proteina Zur se encarga de la regulacién transcripcional de algunos sistemas de
importaciéon de zinc al interior celular. Concretamente se ha demostrado su implicacién
directa en la regulacion de la expresion del sistema de transporte ZnuABC de E. coli 0 de
los dos sistemas de entrada de zinc en B. subtilis (ycil e ycdHIlyceA que codifican los
sistemas de importacion de baja y alta afinidad, respectivamente) (Patzer et al. (2000),
Gaballaet a. (1998)).

Al igua que Fur, la proteina Zur se encuentra en forma de dimeros cuando esta en
solucion y la formacién de éstos, dependiente de la regién C-terminal de la proteina, no
parece estar sujeta a la presencia de zinc en la suspension (Patzer et al. (2000)). Los
estudios realizados sobre la unién a cation, indican que cada dimero de Zur es capaz de
interaccionar como minimo con 2 atomos de zinc. Estainteraccion, igual que pasa con otros
metaloreguladores, es imprescindible ya que da lugar a una serie de cambios
conformacionales que permiten la union del regulador al DNA, blogueando asi la
transcripcion de los genes a cuyos promotores es capaz de unirse (Patzer et al. (2000)).

La secuencia aminoacidica de esta proteina también presenta una estructura de hélice-

giro-hélice caracteristica de otros reguladores transcripcionales (Fig. 1.16).
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H1 H2 H3
S. typhinurium MEKTTTQEL LAQAEKL CAQQRA- PDASALEVLRLVELQQGAI SAYDLLDLLRETEPQAKP 59
S. typhi MEKTTTQEL L AQAEKL CAQRNVRL TPCRLEVL RLVBL QQGAI SAYDLLDLLRETEPQAKP 60
Y. pestis MNPI NQEKL L AQAESL CQQRNVRL TPCRLEVL RLVAQQPGAI SAYDLLDLLRVAEPQAKP 60
A tunefaciens —  ce-c-ee--eo-en-- MNAQTQONL TKNQSL VIVNAL SNAHQPL SAYM LOKLRDDG- FRAP 44
S. meliloti  eeeeeeeeaaas MVTPQLTKNQSLVMGAL AHSDGPVEAYTI LOKLRDNG- FRAP 41
B. subtilis ------- M\VQEAL NLLKGNGYKYTN<REDVL QL FADSDRYL TAKNVL SALNDDYPGLSF 53
S. aureus  eemee-- MNTNDAI KI LKENGLKYTDXRKDVLDI FVEEDKY! NAKYI QVMDENYPG SF 53
S. typhinurium PTI YRALDI LLEQGFVI KVESTNSYWWCHL FDQP- - - - - THSSANMFI CDRCGV\/KEHCAE 114
S. typhi PTI YRAL DFLLEQGFVHKVESTNSYWCHL FDQP- - - - - THSSAMFI CDRCGVV/KEHCAE 115
Y. pestis PTVYRALDFLLEQGF! HRVESANSYVLCHHFEEP- - - - - THTSALFI CDRCKI VTERPTV 115
A tunefaci ens LQVYRAL EKLVEFGLVHRLESL NAFVACTHT QAECCSQHHGSVAFA! CESCGQ/TERHDH 104
S. neliloti LQVYRAL DKLLEYGLVHRLESL NAFVACSCPHEH- - EHIHGVTAFTI CEGOGQ/ TEAHDE 99
B. subtilis DTl YRNLSLYEELG LETTELSCEKLFRFKCSFT- - - - - - HHHHHFI CLACGKTKEI|ESC 107
S. aureus DTl YRNLHLFKDLG! | ENTELDGEMKFRI ACTN- - - - - - - HHHHHFI CEKCGDTKVI|DYC 106
ckk ok . * .. * * % *
S. typhimurium GVEDI MHTLAAKMGFAL RHNVI EAHGL CPACVEVEACRHPGNCGHDHSVLVKKKPR 170
S. typhi GVEDI MHTLAAKMGFAL RHNVI EAHGL CPACVEVEACRHPGDCGHDHSVLVKKKPR 171
Y. pestis G EFALAQLAKQSGFTL RHSVVEAHGL CTECGVWEACESHDDCEHDHSI WKKK- - 169
A tunefaci ens El DHRLERW/NDSKFKAEKTT! El RGLCAACAA - - = = = === === o= w o me e e e 137
S. neliloti VI EDRLSTLVRAQEFKTEKTT! El RGHOKSCA- - = = = = = = === == m o e o e m - 131
B. subtilis PVDKLCDDLD- - - GYQVSGHKFEl YGTCPDCTAENQENTTA- - = = = = = = == = = = - - 145
S. aureus EVYGVCESOQD- = - - === === === o mmm e o - 136

Pl DOl KLSLP- - - GVNI HKHK!
.. *  x x *

Fig. 1.16. Alineamiento (por el.rﬁétodo Clutalw) del gen zur ae distintas especies bacterianas. En color verde
se destacan las posiciones que presentan cambios conservativos y en color rojo se marcan aquellos residuos
idénticos en todos los casos. Las regiones conservadas acostumbran a agruparse donde se define también una
estructura secundaria clara, representada para € gen zur de S. typhimurium en forma de linea ssimple para
determinar las hélices-a y con una linea doble para los plegamientos-3. Ademas se definen las hélices-a H1,
H2 y H3 que intervienen en el reconocimiento de la secuencia de DNA y la unidn a éste. Recuadrada en azul

se muestra laregion de unién al metal.

De entre todas las proteinas Zur descritas, Unicamente se han caracterizado dos, la de
E. coli y la de B. subtilis (Patzer et a. (2000), Gaballa et a. (1998)). Los estudios de
proteccion (“footprint”) realizados con estas proteinas han permitido confirmar su unién
directa alas regiones promotoras de |os genes que regulan (Fig. 1.17).

Ademas, a diferencia de lo que pasaba con la proteina Fur, no se observa una
polimerizacion alo largo del promotor, sino que la zona de proteccién queda perfectamente
definida independientemente del uso de cantidades muy elevadas de proteina para hacer 10s
ensayos (Patzer et al. (2000)).
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1.2.2.2.2 Otros reguladores de la concentracion intracelular de zinc

No esla proteina Zur el Unico regulador transcripcional descrito para el control de los
sistemas vinculados con € zinc. Asi por gemplo, las bombas de transporte descritas
anteriormente presentan reguladores transcripcionales propios. Entre ellos se pueden
destacar:

1) ZntR

Es e regulador de la bomba de exportacion de cationes codificado por zntA. Se ha
descrito en E. coli (Brocklehurst et al. (1999)) y pertenece a la familia MerR-like, que
incluye otros reguladores transcripcionales de procariotas relacionados con la resistencia a
mercurio, con bombas de eflujo de amplio espectro de B. subtilis, reguladores

transcripcionales de S. coelicolor o el regulador GinR de B. cereus.

i) SmtB
Otro metaloregulador relacionado con zinc y que se encarga de la represion del gen

gue codifica para la metalotineina SmtA, gque confiere resistencia a iones pesados (Patzer et
al. (2000)).

i) ZiaR
Un regulador similar a anterior que controla la expresion de la bomba de expulsion
de zinc codificada por ziaA e identificada en Synechocystis (Thelwel et a. 1998).

1.3. El Manganeso

1.3.1. Importancia del manganeso en bacterias

La informacion que se tiene de otros cationes también esenciales para el metabolismo
bacteriano y, que a igua que € hierro o0 @ zinc, resultan ser nocivos cuando sus
concentraciones son demasiado altas, es escasa y esta practicamente restringida a caso del

Mmanganeso.
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A excepcion de microorganismos como Treponema spp. 0 Lactobacillus spp. que
utilizan manganeso como sustituto bioquimico del hierro para todos las enzimas de su
metabolismo (Horsburgh et al. (2001), Reichard (1994)), la concentracion necesaria de éste
para el desarrollo de la mayoria de bacterias es extremadamente baja, del orden de 107 M
(Kehres et a. (2002)). Se sabe que, in vitro, el Mn?* puede actuar como sustituto de otros
iones divalentes como el Mg®*, Fe** 0 e Zn?*, manteniendo las caracteristicas estructurales
y cataliticas de algunas metaloproteinas como por ggemplo Fur o Zur (de Lorenzo et 4.
(1988)). Aunque no se ha demostrado si esta sustitucion puede darse también in vivo.

De hecho se conocen pocas proteinas que tengan una preferencia de unién in vivo a
manganeso sobre otros cationes divalentes presentes en el citoplasma. Se han descrito
ciertas oxidoreductasas, hidrolasas y transferasas que 1o utilizan como regulador o como
centro catalitico. Por gemplo, en E. coli y en S typhimurium existe la superéxido
dismutasa citosolica dependiente de manganeso SodA, cuya expresion esta regulada por
Fur (Tsolis et al. (1995)). También se ha descrito en estos dos organismos que la serin-
treonin-fosfatasas PrpA y PrpB, implicadas en la transduccion de sefiales entre el
periplasma y € citosol, tienen la capacidad de unir manganeso en sus centros cataliticos
(Patzer et a. (2001)).

El manganeso, ademas, parece presentar per se un efecto protector contra radicales
libres como €l perdxido o superdxido a través de la formacion de complejos bicarbonados
mediante un sistema no enzimatico (Berlett et al. (1990)). Esta propiedad intrinseca del
metal, ademas de la implicacion directa de sus sistemas de transporte con la virulencia de
ciertos microorganismos como S typhimurium, S. pneumoniae o Y. pestis, ha realzado la
importancia de dicho metal y de los mecanismos de control de su concentracion (Kehres et
a. (2002)).

1.3.2. Sistemas de transporte del manganeso

Se han identificado distintos sistemas de transporte implicados en la introduccion de
manganeso a interior de la célula bacteriana. Algunos son sistemas del tipo ABC, similares
a los que se han comentado para €l hierro o e zinc. Otros, sin embargo, pertenecen a la

familia Nramp, proteinas descritas en eucariotas pero que presentan ortologos en muchos
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procariotas. La caracteristica principal de todos ellos es que también se encargan de la

importacion de otros oligoel ementos necesarios para el desarrollo celular.

1.3.2.1. Sistemas de transporte del tipo ABC

Transportadores especificos para manganeso del tipo ABC (designados como Mnt de
manganes transport) se han descrito en diversas bacterias como Synechococcus spp., S
pneumoniae, S. gordonii, T. pallidum, B. subtilis, Y. pestis y S typhimurium (donde se
conoce como SItABCD) ( Kehres et al. (2002), Patzer et al. (2001), Que et a. (2000)).
Como era de esperar, se ha observado que este sistema de transporte incrementa su
expresion en condiciones de deficiencia de manganeso y que ademés, mutantes defectivos
en este sistema presentan una menor sensibilidad a este metal.

Estos sistemas son importantes para la capacidad infectiva de algunas bacterias
patdgenas, a modo de gemplo, mutantes defectivos de S. typhimurium, Y. pestis 0 S

pneumoniae presentan una menor virulencia (Kehres et al. (2002)).

1.3.2.2. Sistemas de transporte de tipo Nramp

Las proteinas Nrampl (de natural resistance-asociated macrophage protein) se
describieron por primera vez en mamiferos, donde confieren a los macrofagos y a los
monocitos la capacidad de controlar la proliferacion de algunas bacterias y protozoos
patogenos (Lissner et al. (1985)). Estas proteinas pueden participar en e transporte de
cationes divalentes asociado a un cotransporte de protones. Se han descrito homaologos en
otros animales, insectos, plantas, levaduras y también en organismos procariotas ( Makui et
al. (2000y)).

Los miembros de esta familia proteica descritos en bacterias han sido identificados
gracias a su gran homologia (alrededor del 35%) con las proteinas Nramp previamente
determinadas en eucariotas (Cellier et a. (2001)), y se han designado como MntH ( de
transporte de manganeso asociado a H*) (Que et al. (2000)). Se han descrito en bacterias
Gram positivas como B. subtilis, S. aureus o M. tuberculosis (Domenech et al. (2002)), y en
Gram negativas como S. typhimurium, S, typhi, Y. pestis o E. coli (Makui et al. (2000),
Kehres et a. (2000), Kehres et al. (2002))
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La expresion de estos transportadores de manganeso, ademas de verse afectada por la
disminucion de cationes divalentes, es inducida por la presencia de peréxido de hidrégeno.
De hecho, en la region promotora de mntH se ha detectado la presencia de cagjas de union
para los reguladores OxyR y para Fur (Kehres et al. (2000), Kehres et a. (2002)). Hecho
gue conecta nuevamente los sistemas de importacion de cationes divalentes y el estado

oxidativo delacélula
1.3.3. Regulacién del transporte de manganeso

1.3.3.1. La proteina MntR

Ademas de la regulacion de los sistemas de transporte de manganeso por sefiales
relacionadas con la concentracion de otros cationes divalentes o € estado oxidativo en el
gue se encuentra la célula, a través de Fur y OxyR, gque se ha descrito anteriormente, la
expresion de éstos se ve modulada por |a concentracion de manganeso existente en la célula
através de laintervencion del regulador MntR ( de manganese transport regulator) (Patzer
et al. (2001),Que et al. (2000)).

Este regulador transcripcional, identificado por primera vez en B. subtilis (Que et al.
(2000)) y posteriormente en otras bacterias como E. coli y S typhimurium (Patzer et al.
(2001)), presenta cierta homologia con e regulador DtxR, descrito anteriormente y
vinculado con la homedstasis del hierro. Su estructura proteica puede dividirse en dos
dominios diferenciales: La parte N-termina esta relacionada con la unién a DNA y la C-
terminal gue se encarga de la union a manganeso (Patzer et al. (2001)).

Al igual que otros metaloreguladores, la proteina MntR reconoce una secuencia
palindrémica concreta en la region promotora de los genes cuya expresion regula. Esta
secuencia es distinta para Enterobacterias (E. coli y S. typhimurium) (Patzer et a. (2001))
que para B. subtilis (Que et a. (2000)) (Fig 1.18). Ademas, por los estudios de “footprint”
realizados con la proteina purificada, se observa un patrén de union similar a que se
encontraba en la proteina Fur, ya que la region de proteccion se amplia a medida que se
incrementa la concentracion de proteina utilizada en el ensayo (Patzer et a. (2001)). Como
en e caso del Zur, los reguladores MntR caracterizados no se autorregulan (Patzer et al.
(2001)).
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E. coli mtH

ATGIT
S. typhinurium mtH ACATAGCAAGGLECTATGITT
S. typhinurium sitA TAACATAGCAAGGECTATATTC
B. subtilis mtH ATAATTTGCCTTAAGGAAACTC
B. subtilis mtA TAATTTTGCATGAGGGAAACTT

Fig. 1.18. Secuencia de union de MntR en los distintos promotores de genes de E. coli , S. typhimuriumy B.
subtilis. Las bases en rojo son las comunes para la caja de |os tres microorganismos. En verde se marcan las
gue se conservan entre la region de union de E. coli y S. typhimurium. En azul las bases comunes en los dos

promotores de B. subtilis. El palindrome existente en E. coli y S. typhimurium se sefiala con dos flechas.

En E. coli y S typhimurium la proteina MntR se encarga de la regulaciéon de los
transportadores de manganeso codificados por mntH y sitABCD (Makui et a. (2000)). En
el caso de B. subtilis, se ha comprobado mediante experimentos de retraso y estudios con
fusiones génicas, la unidn al promotor y la regulacién de la expresion de los genes mntH y
mntABCD, implicados ambos en el transporte de manganeso (Que et a. (2000)). Si bien €l
control gjercido sobre la trascripcion es negativo en |os casos anteriores, este regulador de
B. subtilis puede gjercer un control positivo sobre la expresion de determinados genes,
como se ha demostrado parae gen mntA.

Los mecanismos de control de la homebstasis del manganeso no estan alin demasiado
claros, pero parece que a concentraciones intracelulares de dicho cation bajas, €l regulador
MntR se encontraria en forma de apoproteina, pudiendo en este estado actuar como
activador transcripcional de ciertos genes (como mntA de B. subtilis (Que et al. (2000)). Sin
embargo, cuando los niveles intracelulares de manganeso aumentan, éste se une a MntR,
que seria entonces capaz de reconocer la region promotora de los sistemas de transporte de

manganeso evitando su transcripcion y regulando asi laincorporacion de dicho elemento.



1.3.3.2. Otros reguladores del transporte de manganeso

Dentro de lafamilia de metal oreguladores similares a DtxR existen algunos miembros
gue se encargan del control de la expresién de genes implicados en € transporte de
manganeso y que tienen también a este cation como cofactor. Estos presentan, en realidad,
mayor similitud estructural y funcional con e MntR que con DtxR. Este seria el caso de la
metaloproteina TroR presente en T. pallidum que actla como regulador de sistemas de
transporte de manganeso tipo ABC de este microorganismo (Posey et a. (1999)), la
proteina SirR de S. epidermidis implicada en la regulacién de un transportador también del
tipo ABC pero vinculado en este caso no solo con el transporte de manganeso sino también
de hierro (Hill et a. (1998)), o e regulador ScaR, sintetizado por S. gordonii y que regula
la expresion del transportador ScaABC (Jakubovics et al. (2000)). Ademas todos ellos
presentan secuencias de reconocimiento bastante parecidas entre s en las regiones
promotoras de los genes que regulan (Fig. 1.19) (Patzer et a. (2001) ).

4> 47
E. coli mtH AAACATACCTTTTGCTATGITT
B. subtilis mtH ATAATTTGCCCTTAAGGAAACTC
T. pallidumtroR TTACTTTGATGCATCAAAATT
S. gordonii scaC GITAAGGTATATTAATACAGTG

Fig. 1.19. Comparacion entre la secuencia de unién de MntR con otros reguladores de manganeso como
TroR de T. pallidum, que se une a su propio promotor o ScaR de S. gordonii, que reprime a la regién
promotora del transportador ScaABC. Se destacan las bases més conservadas entre ellos (Patzer et al. (2001)).

1.3.4. Papel del manganeso en el control de patdgenos en los
fagosomas de macrofagos

Los transportadores Nramp se describieron inicialmente en los macréfagos de
mamiferos y su actividad se determin0 a raiz de la identificacion de estas proteinas como
transportadores de cationes divalentes en otras células del huésped, en concreto las que
formaban parte del epitelio intestinal y sintetizaban Nramp2 (Cellier et a. (1996)). Pero €
papel desarrollado por estos transportadores durante los procesos infectivos no esta claro
ain, s bien existen a respecto diferentes hipotesis en las que, evidentemente, cationes
divalentes como Fe** 0 Mn®" ocupan un papel central (Makui et al. (2000)).
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Una de estas hipotesis postula que los transportadores Nrampl, presentes en la
membrana del endosoma, competirian con el patdgeno por los cationes de hierro y
manganeso hecesarios para la actividad catalitica de las superdxido dismutasas sintetizadas
por la bacteria para defenderse de |os radical es toxicos generados por €l macréfago (Kehres
et a. (2000)). Esta deprivacion es sobretodo de cationes de manganeso ya que las
cantidades de Fe** existentes en el endosoma son demasiado bajas para ser captadas por
Nrampl. De hecho, mutantes sodA de Moraxella catarrahlis son menos virulentos que la
cepa savaje de la que proceden (Luke et al. 2002). Parece que la entrada en el macrofago
da lugar a la induccion de MntH del patdgeno, lo que permite una acumulacion de
manganeso en € interior, que a parte de tener un efecto protector per se, generaria una
concentracion suficiente de éste para la actividad de SodA, permitiendo en consecuencia la
detoxificacion de especies reactivas de nitrogeno u oxigeno generadas por e huésped (Luke
et al. 2002).

1.4. Objetivos

El objetivo fundamental de la presente tesis ha sido determinar la importancia de la
regulacion de la concentraciéon intracelular de hierro y de zinc en microorganismos
patdgenos intracel ulares facultativos, concretamente en S. typhimurium, determinando cual
era, S es que existia, e grado de afectacion de la virulencia de cepas Fur’, en e caso del
hierro, y Zur 0 ZnuCB' para €l estudio de las alteraciones de la concentracion intracelular
de zinc.

Por otro lado se ha descrito que cepas patdégenas con mutaciones en los genes mut,
cuyos productos participan en la reparacion de DNA através de los sistemas de reparacion
de apareamientos incorrectos, se aislan de muestras clinicas con una frecuencia superior a
la que cabria esperar por la tasa de mutagénesis espontanea intrinseca para cada cepa
(LeClerc et a. (1996)). Estos mutantes mut presentan una frecuencia de mutagénesis
espontanea marcadamente superior a la de cepas salvajes (Eisen (1998)). Se ha postulado
gue esta tasa de mutacion més elevada podria representar una ventgja sobre el resto de la
poblacion patdgena emergente, hipotetizandose incluso que €l abanico de variacién
generado por € aumento de la mutagénesis permitiria mayor capacidad de evasion de los
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sistemas de respuesta inmune del huésped (Horst et al. (1999), Sokuerenko, et al.. (1999),
LeClerc et al. (1996)). Para determinar la validez de esta hipdtesis asi como estimar cual
era €l nivel de dafio en el DNA generado durante € proceso de infeccién, se ha llevado a
cabo también un estudio del efecto que gerce sobre la virulencia una elevada tasa de
mutacion debida a alteraciones relacionadas con dos sistemas de reparacion distintos, € de
reparacion por mismatch (representado por un mutante mutS) y la reparacion tendente al
error del sistema SOS (utilizando la expresion del sistema UmuDC de E. coli en S
typhimurium). Este Ultimo estudio esta relacionado con la capacidad dafiina para e DNA
bacteriano que egercen concentraciones intracelulares elevadas de diferentes cationes
divalentes como & Fe** y e Zn** que se ha comentado a lo largo de los apartados
precedentes de la introduccién.
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