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RESUMEN

El cobre es un micronutriente esencial requerido desde organismos procariontes hasta
eucariontes. Su esencialidad radica principalmente en la participacién como cofactor de una serie
de enzimas que intervienen en procesos de respiracion celular, transporte de hierro y proteccion
frente a radicales libres. Sin embargo, un exceso de este elemento puede resultar toxico para la
célula, accién debida principalmente a su capacidad de generar radicales libres los cuales pueden
dafiar el DNA, proteinas y membranas celulares. El adecuado suministro de cobre celular
requiere de mecanismos moleculares que den cuenta del control de su concentracion intracelular:
genes y proteinas capaces de responder activamente a fluctuaciones del metal, cuyo propésito
fundamental es mantener la homeostasis celular. Actualmente, desconocemos el total de
elementos involucrados en este proceso celular. En este contexto, el presente seminario de titulo
tuvo como objetivo principal estudiar la participacién de CutC dentro homeostasis de cobre en
FEnterococcus faecalis.

La metodologia aqui empleada, permitié determinar bioinforméticamente que CutC
mantiene caracteristicas estructurales con homélogos descritos en otros organismos, en los cuales
se destacan posibles amino4cidos conservados con potenciales funciones de coordinacién para el
metal. Ademds, se logré por primera vez posicionar a cutC como un gen cuya expresion se
induce frente a estimulos de cobre, respuesta que se correlaciona directamente con el aumento en
la concetracién intracelular del metal producto de la ausencia de la proteina, resultados que
sugieren una posible participacién en los mecanismos encargados del eflujo de cobre en la E.
faecalis. Cabe resaltar, que los datos generados en este trabajo apoyan la linea de investigacion
realizada hasta el momento para CutC, sin embargo, la funcién y relacién especifica de esta

proteina en la homeostasis de cobre es una pregunta aun no resuelta.
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ABSTRACT

Copper is an essential micronutrient required from prokaryotes to eukaryotic organisms.
Copper essentiality lies in its participation as a cofactor of several enzymes involved in processes
such as cellular respiration, iron transport and protection from free radicals. However, an excess
of this element may be toxic to the cell, mainly due to its ability to generate free radicals, which
can damage DNA, proteins and cell membranes. In order to sustain an adequate supply of
copper, the cell requires molecular mechanisms that establish a control over its intracellular
concentration: genes and proteins that are able to respond to fluctuations in the abundance of the
metal, whose main purpose is to maintain cellular homeostasis. Currently, the total number of
elements involved in this cellular process is unknown. In this context, this undergraduate thesis
main objective was to study the participation of CwtC in Enferococcus Jaecalis copper
homeostasis.

By using a bioinformatic approach it was found that CutC retains certain structural
features from homologous proteins described in other organisms, among which the putative
conservation of amino acids with the potential ability to coordinate the metal is specially
noteworthy. In addition, it was demonstrated for the first time that cutC is a gene whose
expression is induced by a copper stimulus, and this response is directly correlated with the
increase in intracellular metal concentration when the protein is absent in the cell. These results
suggest a possible role for CutC in the mechanisms responsible for copper efflux in E. faecalis. It
should be noted that although the data generated in this study support previous knowledge
regarding this protein, its function and specific relationship with copper homeostasis is still an

unresolved question.
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INTRODUCCION

1. La dualidad del cobre

El cobre (Cu) es un micronutriente esencial tanto para organismos procariontes como
eucariontes’. En la naturaleza, ¢l metal se encuentra en su estado oxidado (Cu*™) o reducido
(Cu™), cualidad que posibilita su participacién como aceptor o dador de electrones en la
oxidacién de diferentes sustratos. En los sistemas biolégicos, el Cu es utilizado como
cofactor de métalo-enzimas que participan en procesos de respiracion celular, transporte de
hierro y proteccién frente a radicales libres® 3. Tales caracteristicas hacen del Cu un
elemento de transiciéon fundamental para la realizacion de una serie de procesos
bioquimicos en forma normal. Sin embargo, en exceso, puede inducir la generacion de
radicales libres a través de las reacciones de Haber—Weiss y Fenton®, los cuales son capaces
de dafiar membranas celulares, proteinas ¥y DNA®. Ademss, el Cu puede unirse
directamente a grupos sulfihidrilos de protefnas e incluso desplazar a otros metales que
acttian como co-factores, lo que conduce a inactivacién enzimdtica y/o a la pérdida de
estructura proteicaG.

La dualidad que presenta el Cu, resulté en la existencia de sistemas. regulatorios
especificos que mantengan el control de su concentracion en la célula (homeostasis)l. Ala
fecha, las principales etapas deseritas en procariontes y eucariontes en el manejo celular de
este metal son’: i) Captacién: realizada via proteinas de membrana encargadas de su
incorporacion hacia el interior de la célula, ii) Almacenamiento y distribucion intracelular:
ejecutado por protefnas que lo unen transitoriamente con el objetivo de su transporte o

contencidn al interior de la célula, tales como chaperonas de Cu y metalotioneinas, iii)




Eflujo: realizada via proteinas de membrana capaces de transferir el metal hacia el medio
extracelular, siendo las ATPasas tipo P, los transportadores de Cu presentes en la mayor
diversidad de organismos.

Se ha observado en humanos, que disfunciones de los componentes homeostaticos del
Cu son capaces de generar diferentes patologias. Un ejemplo de éstas, son las enfermedades
de Menkes y de Wilson® °, producidas por mutaciones en genes que codifican para las
ATPasas de cflujo. ATP7a y ATP7b, respectivamente. El Sindrome de Menkes es una
enfermedad ligada al cromosoma X, que produce una deficiencia del metal, con un
consiguiente deterioro mental progresivo, hipotermia y anormalidades del tejido conectivo,
todo lo cual finalmente leva a la muerte del individuo aproximadamente a los tres afios de
edad. La enfermedad de Wilson es una patologia autosdmica, que se caracteriza por
excrecién biliar defectuosa del metal, lo que produce una acumulacién del Cu
principalmente en el higado, seguida por trastornos neurolégicos, psiquiatricos, renales,
hematologicos, endocrinos y hepé,ticosm.

En atencién a la importancia del control celular del Cu, es necesario identificar y
caracterizar las proteinas sensibles a estimulos del metal, capaces de responder frente a
diferentes concentraciones del mismo y que, eventualmente podrian estar implicados de
forma directa en el control del contenido celular de este elemento (mecanismos de
homeostasis) o indirectamente a través de otros procesos celulares, actuando por gjemplo
sobre metabolismo basal, reparacién celular, mecanismo de defensa antioxidantes, entre
otros. En conjunto, ambos tipos de componentes permitirian evitar los efectos dafiinos
derivados del déficit y exceso del metal.

Con el propésito de identificar las proteinas sensibles a estimulos de Cu, la eleccion

de un modelo biol6gico simple, en el cual se puedan identificar de una manera facil y
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répida dichas protefnas y que ademds permita el control de la mayor cantidad de variables
posibles (en este caso la exposicion a Cu), es de vital importancia para entender los efectos
a nivel celular asociados a la proteccion y utilizacion del metal. En este contexto, la
utilizacién de modelos bacterianos presenta amplias ventajas, las cuales favorecen su
eléccion al momento de entender el manejo celular del metal, entre las cuales de destacan:
su facil y rapida manipulacién genética, el reducido tiempo de generacién, el bajo costo
asociado al manejo en cultivo, ademds de interesantes proyecciones biotecnologicas. Su
simplicidad en comparacién a los modelos eucariontes, asi como la gran cantidad y
variedad de genomas secuenciados disponibles a la fecha, posiciona a los modelos
bacterianos como una gran alternativa en la bisqueda de nuevos componentes relacionados

con el control intracelular del Cu.

2.  Eloperén cop de Enterococcus faecalis

Uno de los mecanismos moleculares que controlan el contenido de Cu, mejor
descritos hasta la fecha, es el operdn cop de Enterococcus hirae (E. hirae)'!. Este operén,
estd compuesto por genes que codifican para las ATPasas CopA (captacion) y CopB
(eflujo), la chaperona CopZ (trafico intracelular), cuya funcién es la de dirigir el Cu hacia
el factor de transcripcién CopY (represor), el cual es finalmente el encargado de regular la
expresion del operén'?, A pesar que el operén cop de E. hirae da cuenta de un modelo
biolégico simple del manejo del Cu, la ausencia de la secuencia genOmica para esta
bacteria, es una limitante en la busqueda de nuevos componentes capaces de complementar

la respuesta a estimulos del metal o que estén implicados en su homeostasis.







En un estudio de gendmica comparada sobre el operén cop, nuestro laboratorio
identificé a Enterococcus faecalis (E. fuecalis), entre las 9 especies del orden
Lactobacillale secuenciadas, como la especie filogenéticamente mas cercana a E. hirge con
un operén tipo-cop codificado en su genoma'. La caracterizacién molecular y fisioldgica
de los componentes de este operdn, nos permitié describir y caracterizar 3 homdlogos para
las proteinas CopY, CopA y CopZ con funciones similares a las descritas en E. hirae'® .
De esta forma, la presencia del operén cop, sumado a su genoma secuenciado y

anotado, posicionan a E. faecalis como un excelente modelo para identificar y caracterizar

nuevas proteinas vinculadas a la homeostasis de Cu.

3.  Identificacién de candidatos, creacioén y aplicacién Cu-BDP

Si bien, actualmente contamos con més de 900 genomas bacterianos anotados'®,
desconocemos el total de proteinas que en procariontes podrian estar participando en el
conirol de las conceniraciones intracelulares de Cu o vinculadas directamente a él
utilizéndolo como cofactor. Por otra parte, considerando que la mayoria las proteinas
involucradas en el manejo celular de Cu en bacterias han sido conservadas esiructural y
funcionalmente en eucariontes, la blisqueda de nuevos componentes que complementen la
funcién del operon Cop en E. faecalis abre la posibilidad de contribuir a caracterizar este
proceso en otros sistemas biolégicos.

Con este objetivo, adoptamos un protocolo bioinformdtico propuesto por 4ndreini y
cols."?, el cual permitié construir una base de datos de proteinas con motivos de unién a
metales (ANEXOS 1, 2), que posteriormente se utilizo como templado para la

identificacién de nuevos componentes sobre el genoma de E. faecalis (ANEXOS 3). Como




resultado, se obtuvo ademés de los componentes del operén cop, un total de 13 posibles
candidatos de E. faecalis (ANEXO 4), los cuales finalmente se jerarquizaron tomando en
cuenta Informacién disponible en la literatura sobre su relacion con el metal, donde la
proteina CutC, se posicioné como el mejor candidato que, eventualmente, podria responder
a estimulos de Cu a nivel transcripcional, y que a su vez podria participar en la homeostasis

del metal, modificando el contenido intracetular del mismo.

4. Propiedades estructurales y funcionales de homologos de CutC

La proteina CutC fue identificada como una posible componente de la homeostasis de
Cu por el grupo de Rouch en 19898, En este trabajo, se observéd que la mutante nula para
cutC en Escherichia coli disminuye su viabilidad frente a un exceso de Cu extracelular, lo
cual se asoci6 2 una mayor acumulacién intracelular del metal en comparacion a la cepa
silvestre.

Con el objetivo de clarificar la estructura de esta proteina y su posible interaccidn
directa con Cu, Zhu y cols., obtuvieron el cristal para CutC de Shigella flexneri (S.
Alexneri)”®. El andlisis permitié ubicar a CutC en la familia de protefnas con estructura de
barriles tipo triofosfato isomerasa (barriles TIM), familia que se caracteriza por presentar
una configuracién tridimensional de ocho léminas betas que conforman un poro central
rodeado por ocho hélices alfa, propio de proteinas citoplasméticas, presente al menos, en 15
sub familias de enzimas?. No obstante, en este estudio, no se describen es su estructura,
aminodcidos especificos encargados de la coordinacién del metal, puesto que no se

obtuvieron 4dtomos de Cu en el cristal.




A nivel transcripcional, estudios posteriores realizados en la bacteria Xylella
fastidiosa®, mostraron que frente a pulsos crecientes de Cu extracelular, se produce un
aumento en la abundancia de transcrito para cutC, lo que da cuenta de una probable
respuesta del gen frente a la exposicién al metal, la cual es acompafiado por una
disminucién de la viabilidad celular.

Experimentos recientes revelan que CutC no sélo se encuenira en organismos
procariontes. Homélogos de esta proteina han sido identificados en humanos, los cuales
presentan una localizacion sub-celular citoplasmatica, con una distribuci6n tisular a nivel
del RNA, similar a la de protefnas vinculadas con el eflujo del metal*®. Paralelamente,
ensayos de PCR cuantitativo en tiempo real muestran una disminucion del transcrito cuiC
en el nematodo Caenorhabditis elegans™, cuando éste es expuesto a concentraciones
extracelulares crecientes de Cu, evidenciando una respuesta transcripcional opuesta a los
experimentos realizados en la bacteria X. fastidiosa. Sin embargo, el silenciamiento parcial
(knock-down) del gen mediante técnicas de RNAI, si bien no cambia la concentracion total
celular del metal, ni la viabilidad en C. elegans, afecta la morfologia y desarrollo
embrionario del organismo que presenta menores niveles de la protefna. Esto dltimo, da
cuenta de que CutC, ademéds de ser un componente capaz de responder
transcripcionalmente frente a Cu, podria vincularse adicionalmente a procesos relacionados
con la diferenciacién durante el desarrollo, ademds de su posible participacién en la
homeostasis del metal.

En resumen, los criterios de biisqueda bioinformatica de proteinas vinculadas a Cu
dentro del genoma de E. faecalis, los datos relacionados con la estructura de esta proteina y
las evidencias que indican que responde transcripcionalmente frente a estimulos del metal,

sugieren que, CutC podrfa estar involucrada en la homeostasis del Cu, asociada
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posiblemente al control del contenido intracelular del mismo. Sin embargo, no existen
evidencias que den cuenta de una relacién entre la respuesta transcripcional cufC y su
efecto sobre la concentracién intracelular de Cu frente a cambios temporales en la
disponibilidad del metal, investigacién que, permitiria proponer una relacién entre la
cantidad de CutC y su efecto sobre la homeostasis del Cu.

Con el propésito de avanzar en el conocimiento sobre la participacién de CutC sobre
el control intracelular del metal, en este trabajo de tesis se propuso determinar si la ausencia
de CulC afecta la concentracién intracelular de Cu en el modelo de E. faecalis, asi como,
caracterizar la respuesta transcripcional temporal de cutC frente a la exposicion del metal.

Estas dos aproximaciones nos permitirfan posicionar a CutC como un nuevo
elemento de respuesta a Cu en E. faecalis, que en conjunto con el operén cop, podrian estar

participando en mecanismos de transporte, acumulacién o distribucion de Cu en la célula.




5.  Hip6tesis

La exposicion a Cu, induce cambios en la abundancia del transcrito que codifica para
CutC los cuales se correlacionan con variaciones en la concentracion intracelular del metal

producto de la ausencia de la proteina.

6.  Objetivo general

Determinar la abundancia del transcrito que codifica para la proteina CutC durante la
exposicién a Cu de E. faecalis y cuantificar la concentracién intracelular del metal en

ausencia de la proteina bajo las mismas condiciones de tratamiento.

7.  Objetivos Especificos

a. Caracterizar a CutC de E. faecalis a través de andlisis in silico

Estudiar el grado de similitud entre CutC de E. faecalis y el cristal obtenido
previamente de su homélogo en S. flexneri mediante prediccién y comparacién de la
estructura secundaria y terciaria. Asi como también, determinar el grado de conservacion de
la proteina CutC y la organizacién genomica del gen curC de E. faecalis dentro del orden

Lactobacillale.




b. Determinar los perfiles de expresion del gen cutC de E. faecalis en respuesta a la

exposicién a Cu

Utilizar ensayos de PCR en tiempo real con el propésito de cuantificar abundancias
del transcrito cutC en cultivos de E. faecalis sometidos a diferentes tiempos de exposicion a

una concentracién no letal Cu.

¢.  Caracterizacién fenotipica de la mutante nula del gen cufC de E. faecalis en la

homeostasis intracelular de Cu

Realizar diferentes protocolos microbiolégicos de exposicién a Cu, con el objetivo de
comparar el comportamiento entre una cepa mutante de E. faecalis para el gen cutC y la
cepa silvestre, estudiando principalmente la viabilidad celular y el contenido intracelular de

Cu.




MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. Cepasy condiciones de cultivo

En la presente tesis se utilizaron las cepas de E. faecalis: OGIRF, adquirida desde el
laboratorio de la doctora Barbara Murray de la Universidad de Texas — EUA y la cepa
mutante nula OGIREVKan:cutC (AcutC, en esta tesis), construida previamente en el
laboratorio de la Dra. Murray en colaboracién con nuestro laboratorio™,

Todas las cepas utilizadas se cultivaron en medio basal nutritivo denominado medio
N (1 % (p/v) glucosa (Merck, New Jersey, EUA), 1 % (p/v) peptona (Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra), 1 % (p/v) fosfato monohidrégeno de sodio (Merck), 0,5 % (p/v) extracto de
levadura (Oxoid)). En los cultivos s6lidos en placa (agar N), se utiliz6 la misma
composicién del medio N al cual se le adicioné agar bacteriolégico al 1,5 % (p/v)
(Oxoid)™. Solo en el caso de la cepa mutante AcutC, fue necesario adicionar al cultivo el
antibiético kanamicina a una concentracién final de 2 mg/mL. Los cultivos sélidos se
realizaron a una temperatura de 37 °C en una estufa Precision Incubator 300 (Memmert,
Schwabach, Alemania). Los cultivos lHquidos se efectuaron en una estufa L5I-7016R
(Latech, Salt Lake, EUA) con agitacin de 140 r.p.m. 2 37 °C. Las cepas se almacenaron a -

80 °C en medio N 80 % (v/v) y glicerol 20 % (v/v). La cuantificacién de absorbancia de los

cultivos liguidos y de 4cidos nucleicos se realizd en un espectrofotémetro MBAZ2000-
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UV/VIS (Perkin Elmer, New York, EUA) a una densidad optica (DO) de 600 nm y

240/260/280 nm respectivamente.
1.2. Reactivos, sales y soluciones

Los reactivos y sales utilizados en la preparacion de medios de cuitivo y soluciones se
adquirieron en las empresas Merck, Oxoid y éigma (Illinois, EUA). Las soluciones y
medios se prepararon en agua destilada y desionizada adquirida en la empresa TCL
(Santiago, Chile), esterilizada mediante autoclave LS-1 (Rexall, Mississauga, Canadd)
durante 25 min. Los kits y enzimas utilizados en los ensayos de biologfa molecular se
adquirieron en las empresas Invitrogen (California, EUA), Roche (Basilea, Suiza), Qiagen

(Duesseldorf, Alemania) y Promega (Wisconsin, EUA).
1.3. Partidores

Todos los partidores para las reacciones de PCR tanto convencional como en tiempo
real (tabla 1), se sintetizaron por Alpha DNA (Quebec, Canad4). El disefio de éstos se llevd

a cabo mediante el Programa Primer Premier 3.0 (Primer Biosoft International), utilizando

como templado el genoma secuenciado de E. faecalis V5 83%.
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Tabla 1. Partidores utilizados en las reacciones de amplificacion y cuantificacion
mediante PCR. En la tabla se sefiala el nombre del partidor marcado como indicador, la
secuencia del partidor y la temperatura de alineamiento o melting (Tm), utilizados en la
verificacion de la cepa mutante para el gen cutC y los ensayos de cuantificacién por PCR
en tiempo real (qQPCR) para el transcrito de cutC.

Indicador Secuencia (5' 3") Tm (°C)
gdh s GCGGCTATTATGACCACAG 56
gdh a TCTTCAGAATAAAGGCGGA 56

AcutC s TGGACCGTGGTGGAGTGTA 56
pTEX4577 a AGCGGATAACAATTTCACAC 56
cutC_s CCCCAAGCCATTCAAAAAG 60
cutC a CGCCAGCGTATGCTAAGAC 60
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1.4. Algoritmos bioinformaticos

La prediccion de la estructura secundaria para CutC de E. faecalis, se efectud
ingresando la secuencia aminoacidica en formato FASTA directamente al programa
PROTEUS (http://wks16338.biolo gy.ualberta.ca/pro‘ceus/)25 . La representacion
tridimensional de la protefna se generé por homologia a través del programa SWISS-
MODEL (http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html)Zﬁ, utilizando  como
templado los datos cristalografiados de CutC de S. flexneri obtenidos directamente de la
base de datos de proteinas disponible en http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do, 1d-PDB:
1ITWD y posteriormente visualizada mediante el programa descargable VMD v1.8.6
(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/)27.

La btisqueda de proteinas homélogas de CutC de E. faecalis en especies del orden
Lactobacillale, se llevd a cabo mediante el programa BlastP (http://blast.jcvi.org/cmr-
blast/)**, utilizando como entrada la secuencia aminoacidica codificada para el gen cutC de
E. faecalis en formato FASTA, la cual se obtuvo directamente desde la base de datos del
Instituto de Investigacién Genémica Microbiana (TIGR-CMR, htip://cmr jevi.org/tigr-
scripts/CMR/CmrHomePage.cgi, Locus EF2667).

Los alineamientos posteriores entre las sccuencias aminoacidicas de especies del
orden Lactobacillales y CutC de E. faecalis, se realizaron a través del algoritmo ClustalW
vl.4 disponible a través del editor de secuencias descargable BIOEDIT
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)zg. La prediccion de la organizacién
gendmica del gen cutC (presencia de operénes) en cada una de las especies del orden
Lactobacillale, se llevé a  cabo  mediante el  programa  SHOPS

(http://Www.bioinformatics.med.uu.nl/shops/)30.
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Todas las herramientas bioinforméaticas se utilizaron en forma estandar, basadas en
las referencias citadas y siguiendo las recomendaciones correspondientes indicadas por los

autores.

2. METODOS

2.1. Caracterizacion in silico

2.1.1. Caracteristicas de la secuencia aminoacidica de CutC

Previamente se ha descrito que CutC es una proteina conservada desde especies
procariontes hasta eucariontes. Su estructura secundaria se caracteriza por la presencia de
ocho ldminas beta y ocho hélices alfa que espacialmente forman un barril TIM
caracteristico de proteinas citoplasmaticas. Basandonos en esta informacion, se realizé una
prediccion de la estructura secundaria para la proteina CutC de E. faecalis mediante el
algoritmo PROTEUS y una proyeccion tridimensional de su posible estructura terciaria a
través del programa SWISS-MODEL, los cuales se compararon con la informacion

presente en la literatura.

2.1.2. Grado de conservaciéon de Ia estructura primaria de CutC en el orden

Lactobacillale

Utilizando como entrada la secuencia aminoacidica de CutC (EF2667) y por medio

de la utilizacién del programa BlastP se rastrearon posibles homdlogos de esta proteina en
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especies del orden Lactobacillale con su genoma secuenciado®. Estas especies
correspondieron a: Strepfococcus pyogenes MGAS8232 (S. pyogenes MGAS8232),
Streptococcus pyogenes MGAS315 (S, pyogenes MGAS31S5), Strepfococcus mitis
NCTC12261 (S. mitis NCTC12261), Streptococcus pneumoniaR6 (S. pneumonia R6),
Streptococcus mutans UA159 (S. mutans UA159), Streptococcus agalactiae 2603V/R (S.
agalactiae2603V/R), Streptococcus agalactise NEM316 (S. agalactice NEM316),
Lactobacillus plantarum WCFS (L. plantarum WCFS), Lactobacillus johnsonpi NCC533
(L. johnsonni NCC533) y Lactococcus lactis subsp. lactis 111403 (L. lactis 111403). De los
resultados obtenidos, se seleccionaron aquellas proteinas con puntajes (score) inferiores a
1E°, con una identidad superior al 30 % y una similitud superior al 50 % en relacién a
CutC de E. faecalis, las que se definieron bioinformdticamente como homélogas por
identidad'’. Posteriormente, se realizé un alineamiento global utilizando el algoritmo
ClustalW con todas las secuencias rescatadas, lo que permitié determinar el grado de
conservacion global de la proteina en todo el orden. Finalmente, con objeto de estudiar la
conservacién de la organizacién de cutC en los genomas de las diferentes especies del
orden, con la herramienta SHOPS se determiné en cada uno de los casos, la posibilidad de

formar operones con otros genes.
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2.2. Biologia Molecular

2.2.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Tanto la verificacion de la calidad del RNA como la mutacién de la cepa OGIRF
AcutC de E. faecalis se realizaron a través de experimentos de PCR convencional. En
ambos casos, la amplificacion se efectud en una mezcla final de 20 pL, compuesta por 8
ng/uL de ¢cDNA templado, tampén PCR 1 X, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, partidores
0,2 pM c/u, TAQ Polimerasa 5 U (Invitrogen). La reaccién se llevo a cabo en un
termociclador PTC-100 (MJ Research, Massachusetts, EUA), siendo el programa de
reaccién de PCR utilizado el que se describe a continuacion: a) Desnaturalizacién inicial a
94 °C por 10 mins, b) 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 30 s, asociacién de los
partidores por 30 s con Tm especifica para cada pareja de partidores utilizados (tabla 1),
extension a 72 °C por 60 s, y c) extensién final, 72 °C durante 10 mins. En los ensayos de
PCR convencional en colonia, el cDNA se reemplazé por 1 pL de una resuspension de una

colonia bacteriana en 20 pL de agua libre de nucleasas.

2.2.2. Electroforesis

Muestras de DNA y cDNA se fraccionaron mediante geles de agarosa al 1 % p/v en
tampén TAE 1 X (4cido acético 20 mM, Tris 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8.5), utilizando la
misma solucién como tampdn electroforético. La tincién de los geles se llevo a cabo

mediante la adicién de bromuro de etidio al 0,1 % v/v.
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Previo a la electroforesis las muestras de RNA (1 pg aprox.) se desnaturalizaron en
una solucién de formamida 36 % (v/v), formaldehido 4 % (v/v), MOPS 0,8 X y bromuro de
etidio 0,4 % (v/v), a 70 °C por 15 min, las cuales posteriormente se enfriaron en hielo por 5
min. El fraccionamiento de las muestras de RNA se llevé a cabo en geles de agarosa al 1,2
% p/v en condiciones desnaturalizantes agregando formaldehido al 7 % (viv) y MOPS 1 X.
Como tampén electroforético se utilizé una solucién de MOPS 1 X.

Los geles de agarosa conteniendo muestras de DNA y RNA se observaron en un
transiluminador de luz UV modelo TFX 20.M (Vilber Lourmat). Todas las fotografias de

Jos geles se capturaron a través de una camara digital Dc290 (Kodak).

2.2.3. Verificacién de la cepa AcutC de E. faecalis OGIRF

Ia cepa mutante para el gen cutC de E. faecalis (cepa OGIRF) fue construida en el
laboratorio de la Dra. Béarbara Murray™*. La construccién de la cepa mutante se llevé a cabo
a través del protocolo de disrupcion génica, el cual consiste en clonar un fragmento interno
del gen cutC de 430 pb en el vector suicida pTEX4577 (resistente a kanamicina)®'. La cepa
OGIRF es transformada con esta construccion (pTEX4577-cutC) mediante
electrotransformacion, siendo posteriormente los transformantes seleccionados en agar N
con 2 mg/mL kanamicina, luego de 24 hs de incubacién. El detalle de éste y otros
protocolos utilizados se encuentra en la seccién de anexos (ANEXOS 8). La confirmacion
de la mutante utilizada en esta tesis se llevo a cabo mediante PCR en colonia (ver seccion
2.1.1). En la reaccion, se utilizé una pareja de partidores AcutC_s y pTEX4577 _a,

disefiados para amplificar un fragmento de 340 pb, el cual abarca tanto un segmento del gen
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cutC como del vector pTEX4577. La presencia del amplicén del tamafio indicado se
verificé mediante electroforésis. Como control negativo de la mutacién se utilizé la cepa

silvestre de E. faecalis OGIRF.

2.3. Ensayos de expresion génica

2.3.1. Extraccion de RNA total

El RNA total se extrajé de células provenientes de cultivos de 1a cepa de E. faecalis
OGIRF crecidos en un medio N sin (control) y con suplemento de Cu (tratamiento). El
protocolo consisti6 en ajustar una alicuota obtenida desde un cultivo crecido durante toda la
noche a una concentracién de DOggonm = 0,05 final en dos matraces (A control, B
tratamiento) con medio N fresco. Cuando los cultivos frescos alcanzaron una DOgoonm = 1,
se suplementé el matraz B con CuSO; hasta alcanzar una concentracion de 0,5 mM. Luego,
de la adicién de Cu, se tomaron 2 alicuotas independientes (réplicas bioldgicas
correspondientes a 6 ml. de cultivo con una DOgponm = 2) de cada matraz (A y B) a los
tiempos de 15, 45, 90 y 135 min, constituyendo un total de 16 muestras, correspondientes a
2 réplicas bioldgicas de los matraces control y tratamiento para los 4 tiempos. Las alicuotas
se centrifugaron a 14.000 r.p.m durante 2 min. Con el objeto de eliminar €l exceso del
metal el pellet celular se lavd 3 veces en forma sucesiva con una solucién tampén de
fosfato salino pH 7,4 (PBS).

Para la obtencidn del RNA en las muestras, se utilizd el kit de extraccion de RNA de
Quiagen, previa adicién de lisozima a una concentracién final de 10 mg/mL por 20 min a

37 °C al pellet celular obtenido luego de los lavados. A fin de descartar contaminacién con
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DNA, las muestras de RNA se tratarons con 10 U de DNAasa (Quiagen), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Finalmente, el RNA se resuspendio en 20 pL de agua libre

de nucleasas para posteriormente cuantificar y verificar su calidad e integridad.

2.3.2. Cuantificacion y calidad del RNA

La calidad de la muestra se verificé a través de electroforesis en geles
desnaturalizantes (ver seccién 2.2.2), en los cuales, se verificd la presencia de dos bandas
caracteristicas correspondientes a las unidades ribosomales 16S y 238. La cuantificacion se
llevé a cabo mediante espectrofotometria (ver seccidn 1.1), calculando las razomes de
absorbancia entre 260/280 nm vy entre 260/240 nm, criterio que permite determinar la
eventual presencia de proteinas y fenoles en la muestra, respectivamente, los que pueden
interferir con la actividad de la enzima transcriptasa reversa en la sintesis de cDNA.
Contaminaciones con DNA se controlaron a través de PCR convencional (ver seccién
2.2.1), utilizando la pareja de partidores cutC_s/cutC_a. Como resultado se espera no
obtener ningin tipo de amplificacion, lo que indica la ausencia de DNA. Como control

positivo de la reaccién se utiliz6 como sustrato un PCR en colonia de la cepa OG1RF.

2.3.3. Sintesis de ¢cDNA - Transcripcion reversa

La sintesis de cDNA de doble hebra se realizd in vitro mediante el uso de partidores
al azar (random primers). La reaccién de transcripcion reversa se realizé a partir de 2 pg de
RNA total y 1 pL partidores (3 pg/pL) en un volumen de 15 pL. La reaccion se incubd por

5 min a 70 °C. Pasado este tiempo, se adicionaron 1,25 puL de dNTP (10 nM), 0.5 pL. de
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RNAsin (40 U/uL), 5 pL de M-MLV buffer (5 X) y 1 pL de la enzima Transcriptasa
Reversa M-MLV (Promega 200 U/pL). Finalmente, se agregd agua libre de nucleasas hasta
completar un volumen de 25 uL. La mezcla final se incubé durante 1 hora a 37 °Cy las
muestras se almacenaron a -20 °C.

El ¢cDNA se cuantificé a través de espectrofotometria (ver seccién 1.1), verificando
su calidad mediante Ja amplificacién del gen cufC a través de PCR convencional (ver

seccion 2.2.1).
2.3.4. PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)

Mediante qPCR, se analizé la abundancia relativa del transcrito para el gen cutCen la
cepa silvestre de F. féecalis OGIRPF en las 16 muestras de cDNA. Cada reaccion se llevé a
cabo utilizando el kit gPCR Supermix UDG (Invitrogen) en capilares de vidrio a partir de
50 ng de cDNA en un volumen final de 10 pL. La mezcla final contenfa ademas BSA 1 X,
0,1 pM de cada partidor y 5 pL de enzima Platinum SYBR Green (Invitrogen). El protecolo
de amplificacién se ingresd al termociclador a través del programa Light Cycler v3.5
(Roche) y se desglosa en: a) activacién de la enzima, 95 °C por 10 mins, b) amplificacion,
40 ciclos de: 1) desnaturalizacién, 95 °C por 3 min, 2) asociacién de los partidores, por 10
segundos a la temperatura correspondiente para cada pareja de partidores incluida en la
tabla 1 (gdh y cutC), 3) extension, por 15 segundos a 72 °C y 4) curva de desnaturalizacion,
incremento de la temperatura a una tasa de 0.1 °C/segundo desde la temperatura de
asociacién de los partidores hasta 99 °C. Este tiltimo punto permiti6 verificar la ausencia de

productos inespecificos en la reaccién. Cada muestra de cDNA se cuantificé por triplicado.
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I.a obtencién de los datos se realizé utilizando el programa LightCycler Software v3.5
(Roche).

Los resultados se expresaron como la razén de cambio entre la abundancia
normalizada del transcrito para el gen pregunta en la muestra control y la muestra tratada.
El valor de abundancia normalizado se caleulé utilizando como referencia la abundancia de
un transcrito que no varfa su abundancia en las diferentes condiciones analizadas
(housekeeping), mediante la siguiente ecuacion’’:

Ec1l: Razon de cambio normalizado = Ef cutC “o»)

Ef normalizador P

Ef = Eficiencia promedio de la pareja de partidores durante todas las reacciones
ACp = Diferencia del ciclo en que se inicia la deteccién de fluorescencia (punto de cruce o

crossing point, Cp) entre la muestra control y muestra experimental

2.4. Protocolos de caracterizacion microbioldgica

2.4.1. Concentracién minima inhibitoria de cobre (CMI)

Este ensayo permite determinar }a concentracién minima de Cu, en el medio de
cultivo, capaz de inhibir el crecimiento bacteriano. Para ello, a partir de un cultivo liquido
crecido toda una noche en medio N a 37 °C con agitacion, se ajusté un indculo con una
ODgoonm = 0,1, el cual se utilizd en: a) CMI-agar: Se sembraron 5 diluciones seriadas del
inéculo (factor de dilucion = 10) en diferentes placas con agar N suplementadas con

concentraciones crecientes de CuSO4 (0 (basal) — 0,5 — 1,0 — 1,5 — 2,0 mM), luego se
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incubaron durante 16 h a 37 °C, finalmente se registro la concentraciéon de CuSO4 en la cual
no se observa crecimiento celular para cada una de las diluciones sembradas, b) CMI-caldo:
Se adicioné 50 pL del indculo a tubos con 5 mL de caldo N suplementados con
concentraciones crecientes de CuSQOy (0 (basal) - 0,5-1,0-1,5-2,0-2,5-3,0-3,5-
4.0 —4,5 — 5,0 mM), entonces los cultivos se incubaron durante 16 hs a 37°C con agitacién
(140 rpm). Pasado este tiempo, se realizé una inspeccidn visual de cada tubo anotando la
concentracién de CuSO; en la cual la turbidez en el medio no se observa. En ambos
experimentos 1la CMI de Cu se defini6 como la menor concentracién de Cu en la cual no se
observé crecimiento bacteriano, tanio para la cepa de E. faecalis OGIRF silvestre, como

para la cepa AcutC.

2.4.2. Curva de crecimiento

El objetivo de este experimento fue comparar el tiempo de crecimiento bacteriano
entre una cepa bacteriana sin y con exposicion a Cu. A partir de un cuitivo liquido, crecido
toda Ia noche en medio N a 37 °C con agitacion, se ajusté un indculo con una ODgogam =
0,05 en un matraz control conteniendo 50 mL de medio N y en otros tres matraces
experimentales con 50 mL de medio N suplementados con 0,5 - 1,0 o 3,0 mM de CuSOs,.
Los cultivos bacterianos se incubaron a 37°C con agitacién a 140 rpm. El crecimiento
bacteriano se monitore6 mediante registro de absorbancia y la cuantificacién de la
viabilidad a través de recuentos en placa cada 1 hora durante las primeras 8 hs y luego una
medicion final a las 24 hs. Este ensayo se realizé en paralelo en ambas cepas de E. faecalis

(OG1RF silvestre y Acut(), utilizando las mismas condiciones de cultivo. Los valores de
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densidad Gptica, se utilizaron en el calculd del tiempo generacional requerido para duplicar

la masa de bacterias en un lapso determinado, a través de la siguiente ecuacién:

Ec 2: Tiempo generacional = Log (B2) —Log (B1) x 95,6

12 —1il
B1 =Densidad dptica cuantificada a tiempo t1.
B2 = Densidad 6ptica cuantificada a tiempo t2.
t1 = Tiempo inicial, tiempo arbitrario en el cual el cultivo se encuentra en fase exponencial
2= Tiempo posterior al tiempo tI (final), en ¢l cual el cultivo alin encuentra en fase
exponencial

95,6 = Factor de conversiéon Ln/ Log

2.4.3. Contenido intracelular de cobre

Se determind el contenido infracelular de Cu para las cepas silvestre y AcuitC,
utilizando las condiciones de crecimiento, concentracién y tiempo de exposicion al metal
que se utilizaron para los experimentos de extraccion de RNA. Desde los cultivos, se
obtuvieron directamente, alicuotas ajustadas aproximadamente a una DOgypnm = 6 (por
duplicado) en cada una de las muestras, las cuales se centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante
1 min, se les elimind el sobrenadante y el exceso del metal mediante 3 lavados sucesivos
con PBS 1 X, NaCl 0,15 M, glicina 50 mM a pH 3,5, EDTA 1,0 mM, resuspendiendo
finalmente las células en 1 mL de PBS. Con el proposito de lisar las células, las muestras se
sometieron a 5 pulsos de sonicacion de 15 segundos, con 5 segundos de reposo entre cada

pulso utilizando un sonicador modelo OMNI-ruptor 250 (OMNI, Kennesaw, EUA).
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Inmediatamente lisadas las células, se centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante 30 min a 4 °C,
posteriormente se extrajo independientemente 100 pL del sobrenadante de cada tubo para
cuantificacién de proteinas, y otros 100 pL para digerirlos con 250 uL HNO; 0,1 N ultra
puro (Merck) a 75 °C por 24 hs. Finalmente se determind luego de la digestion el contenido
de Cu mediante espectrometria de absorcién atémica (AAS) en un homo de grafito
SIMMA 6100 (Perkin Elmer), cuyo limite de deteccidn circunda las partes por billén (ppb).
Los resultados de cada medicion se normalizaron con los valores obtenidos de su

cuantificacion de proteinas correspondientes.

2.5. Anilisis estadistico

Réplicas técnicas y bioldgicas para cada experimento se detallan en el pie de las
figuras o en la descripcion de los protocolos cuando corresponda, reportando el promedio
de las mediciones con sus respectivas desviaciones estndar. Los datos se analizaron
estadisticamente mediante un test de ANOVA, utilizando para esto el software
GRAPHPAD PRISMA trial v5.0. Para los experimentos de gPCR se utiliz6 el algoritmo
REST reportado en referencia 34. Ambos programas se aplicaron utilizando los pardmetros

establecidos de base considerando diferencias estadisticamente significativas si p <0,05.
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RESULTADOS

1.  Caracterizacién y analisis in silico

1.1. Prediccién de la estructura secundaria y terciaria de la proteina CutC de E.

faecalis

La proteina CutC de E. faecalis posee un total de 209 aminoécidos codificados en el
gen EF2667*. Previamente se ha descrito que homoélogos de esta proteina exhiben una
estructura clésica de la familia de las proteinas con plegamiento del tipo barriles TIMY,
muy conservada desde organismos procariontes hasta eucariontes, la cual se caracteriza por
presentar una configuracién tridimensional de ocho ldminas betas que conforman un poro
central rodeado por ocho hélices alfa, propio de diversas proteinas citopIasméticasm. Con el
fin de determinar si CutC de E. faecalis mantiene esta caracteristica, se realizé una
prediccion de la estructura secundaria y terciaria utilizando como templado la estructura
cristalografiada de CutC obtenida de S. flexneri. Si bien, la identidad global a nivel de la
estructura primaria entre estas protefnas es cercana al 27 %, la prediccién de la estructura
secundaria para CutC de E. faecalis es practicamente la misma que CutC de S. flexneri
(figura 1), es decir presenta un total de 8 [aminas betas, intercaladas por 7 hélices alfa, las
cuales se distribuyen de igual forma en la secuencia de ambas proteinas. La proyeccién
tridimensional obtenida, es consistente con la prediccién de estructura secundaria, en la
cual, las 8 ldminas betas conforman un poro central rodeado por 7 hélices alfa formando
una estructura de barril tipo TIM (figura 2), evidenciando que CutC de E. faecalis podria

conservar €l mismo plegamiento que sus homologos descritos en otras especies.
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Figura 1. Alineamiento global y prediccién de estructura secundaria de CutC de E.
Sfaecalis y S. flexneri. La figura muestra las secuencias alineadas de CutC de E. faecalis
V583 (giNP_816304.1) y S. flexneri 2a 301(gi[l TWDA). Con fondo negro se destacan los

residuos idénticos y en gris los similares. Rectangulos en rojo indican cisteinas conservadas
en el extremo amino terminal del alineamiento. Simbolos azules y naranjas corresponden a
la prediccion de estructura secundaria (flechas = lamina beta B, espiral
la secuencia de CutC de E. faecalis y S. flexneri respectivamente. Hélices alfa y laminas

beta que conforman el poro central se encuentran enumeradas.

= hélice alfa a) para
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Figura 2. Proyeccién tridimensional de la estructura terciaria predicha para CutC de
E. faecalis. E]l modelo muestra la disposicion de un monémero de la proteina CutC en tres
planos (X rojo, Y verde, Z azul). En naranja y azul se marcan las hélices alfa y laminas beta
respectivamente, enumeradas de amino a carboxilo terminal las que constituyen el poro
central. El cuadrante rojo es un acercamiento de las cisteinas 6 y 27 conservadas en las
especies del orden (ver figura 3). La linea punteada negra indica la distancia entre los
carbonos centrales de ambas cisteinas.
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1.2. Grado de conservacién de la proteina y operén cutC en especies del orden

Lactobacillale

Con el objetivo de determinar el grado de conservacién de la proteina en especies del
orden Lactobacillale, se utilizé el algoritmo BlastP en la busqueda de homdlogos de esta
proteina en nueve especies del mismo orden con su genoma secuenciado, las cuales
presentan un operon fpo-cop codificado’.

Los resultados muestran que la proteina CutC se encuentra codificada, ademas de en
E. faecalis, en siete cepas bacterianas del orden distribuidas en cinco especies: S.
agalactiae, L. plantarum, L. lactis, S. pneumoniae y S. pyogenes. La figura 3, presenta el
alineamiento global realizado a través del programa ClustalW de las proteinas CutC
identificadas. En general, se observa un alio porcentaje de identidad global (sobre el 45%)
distribuida en forma homogénea a lo largo de la proteina y un tamafio similar (cercano a los
210 residuos) a CutC de E. faecalis. Con respecto a la identificacién de residuos
potencialmente involucrados en la coordinaciéon de Cu, todas las proteinas analizadas
contienen un par de cisteinas altamente conservadas en el extremo amino terminal, residuos
que presenta una alta frecuencia de aparicién en proteinas que unen metales.

Diversos antecedentes, dan cuenta que los genes que participan en la homeostasis de
Cu conservan su organizacion en operdnes dentro de las especies del orden
Lactobacillale”. Basados en esto y utilizando el programa SHOPS, se compard la
organizacién de cutC de E. faecalis con las cinco especies identificadas en el punto
anterior. Los resultados muestran que, a excepcion de L. plantarum, cutC conserva su

estructura de operén monocistronico en las demds especies del orden, es decir no comparte
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el mismo operdn con otros genes del genoma, transcribiéndose posiblemente como una

unidad transcripcional independiente (figura 4).
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Figura 3. Alineamiento global de las secuencias aminoacidicas de CutC identificadas
en especies del orden Lactobacillale. La figura muestra las secuencias alineadas de CutC
de: E. faecalis V583 (gi|NP_816304.1), L. lactis subsp. lactis 111403 (gi]NP_268151), L.
plantarum WCFS1 (gi|NP_785710), S. agalactiae 2603V/R (gi[NP_688561.1), S.
agalactiae NEM316 (gi[NP_736057), S. pneumoniae R6 (gi|[NP_358732), S. pyogenes
MGAS315 (gi[NP 606692) y S. pyogenes MGAS8232 (gilNP_606692.1). Residuos
idénticos y similares se destacan en fondo negro y gris respectivamente. Cajas rojas indican
cisteinas conservadas en el extremo amino terminal del alineamiento.
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Figura 4. Organizacion de cutC en el genoma de las diferentes especies del orden

Lactobacillale. Los genes corresponden a las especies listadas en la figura 3. La flecha en

color representa el gen cutC dentro del genoma de cada especie. Los nimeros representan

el tamafio en pares de bases (pb) de la region genomica mostrada en la figura. el valor 0
indica el inicio de la traduccion de la proteina de cada gen. Para el caso de L. plantarum

WCFSI, el rectangulo azul corresponde al gen (gi| NP_785710.1) que codifica para una

proteina sin funcion conocida que forma parte del operon de cutC.
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2. Determinacion de la abundancia del transcrito de curC en cultives de E. faecalis

expuestos a2 Cu

2.1. Verificacién de la calidad de las muestras de RNA y cDNAs

Se gener6 un total de 16 muestras de RNA, que corresponden al duplicado de cuatro
cultivos de E. jfaecalis expuestos por distintos tiempos a Cu y sus correspondientes
controles mantenidos sin suplemento del metal. Es importante mencionar que remanentes
de Cu, atn presentes después de los lavados realizados tras la extraccién del RNA, pueden
degradar las muestras y distorsionar todas las lecturas siguientes. Por este motivo, las
muestras se sometieron a diversos controles de calidad tanto para el RNA obtenido, como
para el cDNA sintetizado. En primer lugar se realiz6 una electroforesis en geles
denaturantes de agarosa, con el objetivo de observar la presencia de los RNAs ribosomales
168 y 23S (figura 5A). En todas las muestras, se observo claramente la migracion de dos
bandas bien definidas del tamafio indicado para ambos RNA, dando cuenta de la integridad
del RNA extraido. El segundo criterio utilizado, fue la medicién de las razones de
absorbancia 260/280 nm y 260/240 nm; consistente con una calidad adecuada, los rangos
para el cociente 260/280 nm fluctuaron entre 1,8 y 2,1; v para el cociente 260/240 nm, los
valores se encontraron entre los valores 1,7 y 1,9 para todas las muestras analizadas (figura
5B).

La ausencia de DNA en las muestras de RNA y la presencia de ¢cDNA luego de la
retrotranscripcion, se verificé a través de PCR convencional utilizando partidores para la
amplificacion del transcrito cutC. La figura 6 da cuenta de la migracién de dos muestras

representativas (control y expuesta a 0,5 mM por 135 min) de RNA y ¢cDNA posterior a la
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reaccion de PCR. Acorde con lo esperado, en la imagen no se observa la presencia de
amplificacién en las muestras de RNA y por el contrario, se distingue claramente un
amplicon del tamafio correspondiente a un segmento del transcrito cutC en ambas muestras
de cDNA sintetizado, cercano a las 140 pb. Estos resultados permitieron verificar la pureza

del RNA y presencia de cDNA, el cual fue utilizado en los siguientes ensayos de gPCR.
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Aseono | 1,83 1,79 1,82 1,78 1,75

Asonse | 1,88 1,94 1,91 1,89 1,92

Figura S. Verificacién de la calidad de los RNAs. El panel A muestra la migracion en
una electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa al 1,5% de los RNA extraidos
desde los cultivos de E. faecalis control (carril 2) y tratado con 0,5 mM de CuSO,
(exposicion 15 min carril 3, 45 min carril 4, 90 min carril 5 y 135 min carril 6). Las flechas
indican la migracién de las subunidades mayores (23S) y menores (16S) del RNA
ribosomal. Se utilizé como estandar de tamaiio 1 pg de RNA ladder de Invitrogen. El panel
B describe las razones de absorbancia obtenidos en las diferentes longitudes de onda en
cada una de las muestra de RNA.
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100pb >

Figura 6. Verificacién por PCR convencional de la calidad de los RNAs y ¢DNAs. La
figura muestra los productos de amplificacién por PCR convencional de las muestras de
RNA (carriles 2 y 4) y cDNAs (carriles 3 y 5) para las muestras de E. jaecalis control y
tratamiento con 0,5 mM de CuSO, durante 135 min. El carril 1 corresponde al estandar de
tamafio 50 bp DNA ladder (Invitrogen).
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2.2. Validacién del gen normalizador gdh para ensayos de qPCR en las muestras de

cDNA

Diferencias en las cantidades de RNA entre las muestras, asi como diferencias en la
eficiencia de la retrotranscripcion durante la sintesis de cDNA, son fuentes de potenciales
errores experimentales en la cuantificacion a través de los ensayos de qPCR, dificultando la
comparacién directa de la abundancia de los diferentes transcritos entre las muestras del
estudio. Con el propésito evitar estos errores, se hace necesaria la utilizacion de un gen
normalizador que permita corregir estas diferencias. Con esta finalidad, se utiliza un gen
que en teoria, no presenta diferencias significativas a nivel de abundancia de transcrito
entre las muestras control y los diferentes tratamientos y ademas, presenta una baja
variabilidad en cada una de las mediciones. Este gen se denomina gen normalizador o
housekeeping. Estudios previos realizados en E. faecalis, y verificados por nuestro

15,33 repistran el uso del gen EF1004 que codifica para la enzima glucosa 6-

laboratorio
fosfato deshidrogenasa (enzima implicada en metabolismo basal) como normalizador, el
cual cumple con todas las caracteristicas mencionadas. Brevemente, los datos indican que
el transcrito de EF1004, no exhibe diferencias significativas entre el ciclo en el cual se
empieza a detectar el aumento de fluorescencia (punto de cruce o crossing point, Cp) de las
muestras control y las experimentales, dando cuenta de cantidades totales de RNA
equivalentes iniciales entre muestras®®, De un total de 3 mediciones independientes para
cada muestra, efectivamente no se identificaron diferencias significativas entre los Cp de
las mediciones, estableciéndose razones de abundancia de alrededor de 1 (tabla 2).

Por otra parte, la ejecucion del gPCR requiere considerar principalmente el disefio,

tiempo y temperatura de asociacién de los partidores; basados en el principio de
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amplificacién de la técnica de PCR, la eficiencia méxima esperada en cada ciclo de
amplificacién deber ser cercana a 2, siendo valores superiores a 1,6 aceptados como
correctos™. En los qPCR que se realizaron en las 16 muestras de cDNA, los valores de
eficiencias fueron superiores a 1,7 por cada ciclo, dando cuenta de una correcta aplicacién

de la técnica.
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Tabla 2. Determinacién de la abundancia del normalizador gdh. Los valores de Cp
indicados, son el promedio de las dos réplicas bioldgicas por muestra cuantificadas en
triplicado mediante qPCR con su respectiva desviacion estdndar. La razén de abundancia
(Ef*“P) se calculd a través de la ecuacién 1 (ver seccion 2.3.4. de MyM).

Muestra Cp control Cp tratamiento Ef°CP
15 min 15,09+ 0,27 15,12+ 0,35 1,05+0,21
45 min 15,28 £ 0,23 15,31 +£0,28 1,11 +£0,14
90 min 15,18+ 0,34 15,05+ 0,44 0,95+ 0,46
135 min 15,22 + 0,25 15,28 £ 0,38 1,18+ 0,36




2.3. Cuantificacién por qPCR de la abundancia del transcrito cufC en cultivos de E.
Saecalis

Este ensayo nos permitié cuantificar la abundancia del transcrito para los genes cutC
en muestras de ¢cDNA generadas independientemente a partir de dos series de cultivos
celulares (muestras control y tratamiento, pareadas en una cinética de exposicién a Cu
durante 15, 45, 90 y'135 min). La eleccién de estas condiciones se baso en la utilizacion de
una concentraciéon y tiempos de exposicién a Cu que no afectasen la viabilidad celular, la
cual se determiné en estudios previos realizados en nuestro laboratorio. En ellos se
determiné que una concentracién méaxima de 0,5 mM no produce cambios en la densidad
Gptica, ni en el recuento de células viables entre la condicién control v la tratada’”.

La figura 7, presenta los resultados de qPCR obtenidos en un total de seis
mediciones para cada una de las condiciones en estudio. El grafico muestra que no existen
diferencias significativas de abundancia de transcrito entre los cultivos control y tratados en
los tiempos 15, 45 y 90 min de exposicién a Cu. Sin embargo, una exposicioén prolongada
de 135 min, muestra un aumento cercano a 3 veces en la abundancia en comparacion al
cultivo sin exposicion. Estos resultados sugieren una respuesta transcripcional de cutC a
largos periodos de exposicién al metal, dando cuenta de una posible respuesta tardia del

gen frente al estimulo de Cu.
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Figura 7. Abundancia relativa del transcrito cufC cuantificada mediante qPCR. El
grafico muestra la razdn de abundancia relativa al normalizador gdh (EF1004) entre las
muestras tratamiento (15, 45, 90 y 135 min de exposicion con 0,5 mM de CuSOs) y
control. Los valores corresponden al promedio de seis mediciones (2 réplicas bioldgicas
con 3 réplicas técnicas). El asterisco da cuenta de diferencias significativas de abundancia
entre la muestra control y tratamiento (REST, p<0.05).
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3.  Caracterizacion de la cepa mutante para el gen cutC de E. faecalis

3.1. Verificacion de Ia mtacion del gen cutC en la cepa de E. faecalis OGIRF

La generacion de la cepa mutante para el gen cutC de E. faecalis (AcutC) se llevd a
cabo mediante la técnica de disrupcidn genética, la cual consistié basicamente en
interrumpir el gen mediante la inserciébn por recombinacién homologa del vector
pTEX4577-cutC. Debido a que el vector puede transponer a otras regiones del genoma, se
verificd la insercion del vector y disrupcion especifica de cutC con el objeto de verificar el
correcto uso de la cepa mutante. Para ello se realiz6 un PCR convencional en colonia capaz
de amplificar solamente un segmento del gen cutC y el vector pTEX4577. Como control
negativo de la mutacidn, se utilizé las cepa silvestre de E. faecalis OGIRF; los resultados
de la amplificacion y el esquema del disefio experimental se muestran en la figura 8. El
amplicén obtenido posee un tamaiio cercano a los 340 pb, el cual corresponde al esperado
utilizando la pareja de partidores AcutC s y pTEX4577 a, dato que confirma la

interrupcion del gen producto de.la insercion del vector.
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Figura 8. Esquema del disefio y verificacién de la mutacién AcutC de E. faecalis. El
panel A muestra la insercion del vector pTEX4577-cutC (caja verde = gen de resistencia a
kanamicina, caja naranja = region central de 430 pb del gen cutC clonada en el vector) en la
region genémica de cutC en E. faecalis. Flechas azules y rojas corresponden a los
partidores AcutC_s y pTEX4577_a respectivamente. El panel B muestra el resultado de la
amplificacion un fragmento del vector y el gen cutC de E. faecalis, carril 1 cepa silvestre,
carril 2 cepa mutante AcutC y carril 3 estandar de tamafio 50 bp DNA /adder (Invitrogen).
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3.2. Concentraciéon minima inhibitoria de cobre (CMI)

El propésito del presente experimento fue determinar el rango de concentraciones
de Cu en los cuales se producen cambios en la viabilidad celular en la cepa mutante y
silvestre, para luego verificar el efecto del metal sobre la velocidad de crecimiento en
funcién del tiempo, a través de una curva de crecimiento. Estudios previos habian
permitido determinar que la cepa silvestre no es capaz de sobrevivir a concentraciones
extracelulares de CuSQ4 superiores a 4,0 mM en caldo y 2,0 mM en agar, a diferencia de la
cepa mutante para la proteina transportadora de eflujo CopA (AcopA), cuya viabilidad es
mas sensible frente a conceniraciones crecientes del metal, lo cual se refleja en una
disminucién a la mitad en la CMI tanto para caldo, como para en agar en comparacion con
la cepa silvestre™®.

Tomando en cuenta estos antecedentes, se determiné la CMI para la cepa AcutC de E.
Jfaecalis. Los resultados indican que la cepa mutante para el gen cutC no tolera
concentraciones superiores a 4,0 mM y 2,0 mM en cultivos de agar y caldo
respectivamente, valores que no presentan diferencias significativas en comparacion con
los de la cepa silvestre (figura 9), luego de observar las placas de cultivo suministradas con
diferentes concentraciones de Cu y la inspeccidén visual (ausencia de turbidez) en los

cultivos liquidos,luego de la administracion del metal durante 24 horas de cultivo.
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CuSO,;(mM) silvestre AcutC

control

0,5

1,0

1.5

2,0

B.
Cepa CMI-caldo
silvestre 4,0+0,5
AcutC 4,0+ 0,5

Figura 9. Concentracion minima inhibitoria de Cu en agar y caldo. El panel A muestra
el resultado del crecimiento en placa (control agar N) de la cepa silvestre y AcutC de E.
faecalis expuesta a diferentes concentraciones de Cu en el medio (CMI-agar). El panel B da
cuenta del resultado obtenido en el ensayo de CMl-caldo, el valor corresponde al promedio

y desviacion estandar de la concentracion minima de CuSO4 (mM) en la cual no se observo
turbidez en el medio de cultivo liquido (n=3).
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3.3. Curvas de crecimiento

Se monitore6 el crecimiento bacteriano de la cepa AcutC en el tiempo a diferentes
concentraciones de CuSQ, en el medio de cultivo. Basados en los resultados obtenidos en
los experimentos de CMI-caldo, se utilizaron cuatro concentraciones Cu, basal (cercana a 2
pM propio del medio N utilizado), intermedia (0,5 mM), alta (1,0 mM) y extrema (3,0
mM). Como se muestra en la figura 10, la curva de crecimiento para la cepa AcutC presenta
una forma sigmoidea tipica, en la cual es posible distinguir claramente todas las etapas del
crecimiento bacteriano. La comparacion entre las curvas, indica una disminucién en la
pendiente en la fase exponencial (entre 3 y 5 horas), lo que se refleja en un aumento
significativo y progresivo del tiempo generacional, calculado en estas condiciones en
comparacién a la curva generada a una concentracién basal de Cu (tabla 3).

Previamente se habia identificado que la cepa silvestre de E. faecalis crecida en un
medio suplementado con 1 y 3 mM de CuSO,, aumenta significativamente su tiempo
generacional en comparacién al crecimiento en medio basal, evidenciando la sensibilidad
en la viabilidad que presenta la bacteria frente a la exposicién al metal”. Considerando
estos resultados, se realizaron bajo las mismas condiciones de cultivo (en paralelo), curvas
de crecimiento y luego se calculé el tiempo generacional en ambas cepas (AcutC y
silvestre; figura 11 y tabla 3). Los resultados reflejan que la cepa AcutC en todas las
condiciones de exposicién utilizadas, no presenta diferencias significativas tanto en las
curvas de crecimiento como en los tiempos generacionales, corroborando lo datos en los

experimentos de CMI.
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Figura 10. Efecto de Ia exposicién a Cu sobre el crecimiento la cepa AcurC. El grafico
representa la curva de crecimiento de la cepa mutante AcurC expuestas a diferentes
concentraciones de Cu (basal, tratamientos con 0,5 mM, 1,0 mM y 3,0 mM de Cu). Cada
punto representa el valor promedio obtenido por absorbancia (DO ¢go nm) de tres réplicas
bioldgicas, las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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Tabla 3. Tiempo generacional para las cepas silvestre y AcutC de E. faecalis expuestas
a diferentes concentraciones de Cu. Los datos para los cédlculos de los tiempos
generacionales corresponden a los tiempos 3 y 5 h de cada curva de crecimiento de la figura
10, calculados mediante el uso de la ecuacién 2 (ver seccién 2.4.2 de MyM). Los valores
corresponden al promedio de 3 réplicas biolégicas con su respectiva desviacion estandar.

Tiempo generacional (min)

CuS(04 (mM) Silvestre AcutC
control 44,2 +52 43,9449
0,5 46,2 + 6,1 48,3 % 6,1
1,0 62,1 +4,9 65,9+5,5
3,0 91,2+5,6 89,1 +4,9

47




A.
4.0
35

3.0 4
2.5
2.0 4
g 1.5 1
1.0
0.5 1

(600 nm)

0.0

C.

4.0
3.5 7
3.0 -
2.5
2.0 1

DO (660 nm)

1.0
0.5 1

0.0

Medio Basal

600 nm)

3 4 5 6 7
Tiempo (h)

1,0 mM Cu

3 4 5 6 7
Tiempo (i)

0,5 mM Cu

4.0 | N |
! i

—

2.0

0.0 * ' AR S

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24
Tiempo (h)

D. 3,0 mM Cu

¢ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 24
Tiempo (i)

Figura 11. Curva de crecimiento de las cepas silvestre y AcutC expuestas a Cu. En los
paneles A-D, se presentan los valores de absorbancia (DO ggp nm) obtenidos durante el
crecimiento de la cepa silvestre de E. faecalis (figaras blancas, J O A) y mutante AcutC
(figuras negras, ll @ A @) cxpuestas a diferentes concentraciones de Cu: panel A medio
basal, panel B, C y D tratamientos con Cu. Cada punto representa el valor promedio de tres
réplicas biologicas, las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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3.4. Contenido intracelular de Cu

Finalmente, se determindé el contenido intracelular de Cu, el cual definimos
operacionalmente como la cantidad de Cu medido en el sobrenadante, generado por
centrifugacién, de células lisadas mediante sonicacién'. Al comparar el contenido entre
una cepa silvestre y una mutante para un gen en particular, el ensayo permite sugerir una
posible participacion de la proteina ausente sobre en los mecanismos de homeostasis del
metal encargados de la acumulacién, captacién y eflujo, sin embargo, no da cuenta del
trafico intracelular del Cu. Por consiguiente, se estudié el efecto de la ausencia de la
protefna CutC sobre la cantidad de Cu intracelular. Para ello, bajo las mismas condiciones
en las cuales se extrajo RNA para los experimentos de gPCR (16 muestras totales), se
cuantificé la concentracion intracelular del metal.

Los datos indican que en la cepa AcutC al igual que la cepa silvestre, aumenta
significativamente el contenido de Cu intracelular en funcion del aumento del pulso
extracelular utilizado, llegando a aumentar este valor hasta 10 veces a los 135 min de
exposicion en comparacion al tiempo cero de tratamiento (figura 12). Ademds, se observa
que a partir de los 90 minutos la cepa mutante muestra una diferencia significativa en el
contenido del metal al compararla con la cepa silvestre. Estos resultados, sugieren la

participacion de la proteina CutC en el mecanismo de eflujo del metal.
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Figura 12, Contenido intracelular de Cu en las cepas silvestre y AcufC expuestas a Cu.
El grafico muestra la acumnlacién de Cu en el tiempo de la cepa silvestre (barras blancas) y
mutante AcutC de E. faecalis (barras negras) medida en tres réplicas biologicas con dos
réplicas técnicas de medicién de absorbancia. La letra a corresponde a diferencias
significativas entre la condicién control (tiempo cero) y el tratamiento, la letra b da cuenta
de diferencias significativas para una condicién entre la cepa silvestre y mutante AcutC.

ANOVA test p <0.05.
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DISCUSION

Dada la importancia del Cu para el correcto funcionamiento de diversos procesos
metabllicos y por el contrario, su efecto toéxico producto del desbalance en su
conceniracion, las unidades biologicas han desarrollado diversos mecanismos encargados

del control intracelular de la concentracién de este metal.

Con el proposito de entender el funcionamiento de estos mecanismos, €s necesario
identificar y caracterizar las proteinas involucradas en este proceso. Es en este contexto, la
presente tesis puso a prueba la participacién de CutC dentro de la homeostasis del Cu en la
bacteria E. faecalis, plantedndose una hip6tesis de trabajo, que explor6 la conexion entre la
respuesta transcripcional del gen y el efecto de su ausencia frente a cambios temporales en
la disponibilidad del metal. Tomando esto Glitimo en consideracién, a continuacion, se
discutiran los diversos aspectos referentes a la metodologia y resultados obtenidos que

permitieron avanzar en responder las preguntas y objetivos planteados.

Caracterizacion y andilisis in silico

Se disefié una estrategia in silico en la cual se utilizaron diversos algoritmos
bioinformdticos que permitieron caracterizar a CutC de E. faecalis, integrancio la
informacién disponible para esta proteina en otras especies. Mediante el uso,
principalmente, de los datos cristalografiados de CutC de S. flexneri; se logré obtener una
prediceién de la estructura secundaria y terciaria (Figuras 1 y 2) para la protefna. Los

resultados de ambos modelos, proponen a CutC de E. faecalis como un posible componente
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de la familia de barriles tipo TIM, con una cadena polipeptidica que se dispone
espacialmente con siete alfa hélices que rodean un poro central formado por ocho laminas
beta. Adicional a esta informacion, actualmente también se sabe que proteinas de ésta
familia, son capaces de coordinar metales divalentes. Tal es el caso de las enzimas
fosfotriesterasa (detoxificaciéon de organofosfatos)35 y aminoacilasa (sintesis de
aminodcidos)®® que utilizan atomos de zinc como co-factores, siendo esta tltima inhibida
ademés por Cu y Cadmio.

En la secuencia de CutC de E. faecalis, y en directa relacién con su posible
capacidad de interaccién con Cu, se identificaron dos cisteinas (C6 y C27) dentro del barril
(laminas betal y beta2), las cuales se encuentran conservadas en CutC de S. flexneri (Figura
1), siendo este amincécido el que presenté una mayor frecuencia de aparicién en motivos

1'". Al rastrear el motivo generado por estas dos cisteinas

destinados a coordinar este meta
(C-x(20)-C) en la base de datos construida-(Cu-PDB), se encontrd una alta similitud con los
motivos C-x(2)-C-x(21)-C v C-x(18)-C presentes en el dominio cristalografiado de una
metalotioneina obtenida desde la levadura Saccharomyces cerevisiae®, proteina encargada
de la reserva de Cu celular. Sin embargo, dadas las propiedades fisicoquimicas del metal,
para establecer una unién estable con la proteina, se requieren de al menos 4 residuos, los
cuales en general, no deben tener una distancia mayor de 10 A entre ellos'” *. Tomando
esto en consideracién, una opcidn de coordinacién que permitiria adjudicar funcionalidad al
motivo de 2 cisteinas conservadas, es la estructura cuaternaria que adopta la proteina, tal
como declaran los autores del estudio cristalografico. Al parecer, CutC opera como un
homodimero constituido por los dos barriles TIM', siendo esta configuracién la que

probablemente, permitiria establecer la coordinacién utilizando el par de cisteinas presentes

en ambos monémeros. Una segunda opcidn, es sustentada por el hecho que dentro de la
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misma secuencia de CutC de E. faecalis, también encontramos dos residuos de glicinas
conservados (G33 y G34) entre la ldmina beta 2 y la hélice 3 de la estructura cercana,, las
cuales, ademds de las cisteinas, también pueden establecer interacciones electroestaticas
con el Cu'7, constituyéndose asi, el plano de coordinacién requerido para la unién del metal
en la proteina ya que se encuentra dentro del rango de 10 A en el modelo predicho.

Una vez finalizado el andlisis de la estructura de la proteina, y tomando en
consideracion el conocimiento adquirido sobre la homeostasis de Cu dentro del orden
Lactobacillale®®, el siguiente paso fue verificar el grado de conservacién de CutC en las
especies del orden que presentan un operdén cop codificado en su genoma,

Los resultados muestran que del total de especies estudiadas, 7 contienen un gen
homologo que codifica para una proteina tipo-CutC (Figura 3). CutC se conserva en todos
los casos, tomando valores de identidad global superiores al 45% en su secuencia
aminoacidica. Adicionalmente, en la mayorfa de las especies, cufC mantiene una
organizacion de operén monocistronico, siendo la excepciéon L. plantarum, especie en la
cual comparte el oper6én con un gen que codifica para una proteina de funcién no conocida
(Figura 4).

Tal como se ha descrito anteriormente, si bien el operdén cop estd presente en
diferentes especies del orden, solo CopY (regulador transcripcional) se encuentra
codificado en todas las especies, siendo L. plantarum, el organismo que presenta las
mayores diferencias de organizacién en el operén en comparacién a las otras especies
estudiadas, lo cual también se ve reflejado en la organizacién de CutC, sugiriendo posibles
divergencias en el manejo del metal para esta especie, las cuales se basarian,

principalmente, en mecanismos de homeostasis dirigidos por otras proteinas.
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En resumen, el analisis in silico indica que CutC se encuentra conservada en la
mayoria de las especies del orden Lactobacillale analizadas, manteniendo en general, una
estructura génica de operdn monocistrénico. En cuanto a su relacion directa con el metal, a
pesar que los residuos altamente conservados de cisteinas se distribuyen en forma
compatible con esta posibilidad segiin el modelo derivado de los datos cristalograficos de S.
flexneri, se requieren pruebas directas que permitan confirmar que CutC de E. faecalis es

capaz de coordinar el metal.

La expresion de cutC se induce en células expuestas a Cu

Diversas evidencias experimentales muestran que genes que codifican para
componentes involucrados, ya sea directamente en la homeostasis de Cu o que tienen
relacién con los efectos secundarios basados en la generacidon de estrés oxidativo,

I* 34 aumentado o disminuyendo la

modifican su expresion en respuesta al meta
abundancia de su transcrito. En atencion a esto, se disefié un protocolo experimental que
tuvo por objetivo observar el comportamiento transcripcional de cwtC frente a un
tratamiento temporal de exposicién a Cu.

El objetivo principal de esta estrategia fue aportar con evidencias sobre el efecto del
Cu en la expresion del gen, para ello se disefié una estrategia experimental, en la cual se
tomaron en cuenta fundamentalmente, cuatro consideraciones:

1) La eleccion de cultivos celulares crecidos en paralelo (control y tratamiento con

Cu), a fin de controlar el efecto propio del crecimiento a través del tiempo, el cual podria

afectar la expresion de cutC durante el experimento.
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i) La concentracién y tiempo de exposicion a Cu, se selecciond considerando una
concentracién fija maxima que no afectase la viabilidad celular, ya que la mortalidad
producto de concentraciones toxicas, induce respuestas transcripcionales que distorsionan
el efecto directo del metal. Estudios previosls, dan como resuitado que 0,5 mM de CuSO,
no afecta la velocidad de crecimiento de cultivos de E. faecalis, en comparacién a cultivos
sin exposicién. Siendo este resultado, ratificado durante el desarrollo de la presente tesis
(Tabla 3). En cuanto a los tiempos de exposicion, éstos se seleccionaron tomando en cuenta
la posible respuesta transcripcional de la bacteria y la manipulacién de las muestras.
Estudios previos de microarreglos realizados en E. faecalis*, muestran la presencia de
cambios transcripcionales ya a los 15 min de exposicion a Eritromicina, tiempo
seleccionado como temprano en el disefio utilizado en esta tesis. La eleccién de los tiempos
45,90 y 135 min se basd en el tiempo generacional promedio de E. faecalis, el cual fluctia
alrededor de los 45 min cuando es expuesta a 0,5 mM de CuSO4. Estos criterios
permitieron definir una curva de exposicién dividida en una respuesta temprana (15 min),
media temprana (45 min), media tardia (90 min) y tardia (135 min).

il Los volimenes, concentraciones y tratamientos de las muestras, se ajustaron
principalmente al propdsito de obtener una concetracién y calidad optima de RNA, las
cuales estuviesen dentro de los rangos requeridos para una correcta sfntesis de cDNA y
posteriores ensayos de qPCR. Al respecto, diversos estudios declaran que residuos de
metales en muestras de RNA pueden afectar tanto la estabilidad molecular, como la
reaccién de retrotranscripeion®®. Por lo tanto, considerando los tratamientos con Cu
utilizados, se implementd un protocolo de tres lavados sucesivos con quelantes de metales y

sales, previo a proceder con el protocolo de extraccién. Los resultados obtenidos (Figuras 5
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y 6), confirman una alta estabilidad y pureza tanto de las muestras de RNA como de cDNA,
lo cual permiti6 realizar correctamente los experimentos de cuantificacién de transcritos.

iv) En todo experimento de qPCR es de vital importancia contar con un gen
normalizador que permita equiparar las diferencias asignadas a la cantidad inicial de RNA
utilizado o a las ocurridas durante el paso de la retrotranscripcion. Dada la informacion
existente en la literatura sobre normalizadores para E. fuecalis>, los experimentos
realizados tuvieron como objetivo verificar que para estimulos de Cu, el gen EF1004
cumple con los pardmetros estandarizados de clasificacién de normalizadores®. Los
resultados indican que no existen diferencias significativas en la abundancia transcripcional
del gen (Tabla 2), lo que nos permitié su utilizacién para comparar abundancia de curC
entre muestras en los experimentos de qPCR.

Una vez establecidas las condiciones experimentales, se procedié a cuantificar la
abundancia de transcrito que codifica para cutC. La figura 7 muestra que, tras una
exposicion tardia (135 min) a una concetracién no letal de Cu, se induce la expresién del
gen cufC cerca de tres veces en comparacién al cultivo no tratado. Este resultado es
consistente con lo observado en ofro modelo bacteriano en el cual también se describen
cambios en la abundancia del transcrito para cuwfC frente a la exposicién a Cu.
Efectivamente, se observé un aumento del transcrito en biopeliculas de la bacteria X,
Jastidiosa cuando éstas son expuestas durante 24 hs a 3, 4, 5, 6 y 7 mM de CuSOs,
alcanzando un méximo de expresion a una concentracién de 5 mM?!. Este patrén de cambio
transcripcional no se observa para un homélogo de CutC presente en el eucarionte C.
elegans suplementado con altas concentraciones del metal durante 24 horas, las cuales
disminuyen en un 50 % la viabilidad del organismo®. Sin embargo, los autores discuten

que esta respuesta es similar a lo observado en X fastidiosa cuando se compara la
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abundancia del transcrito de cufC a los 5 y 7 mM de tratamiento, proponiendo una
expresion del gen comandada por la concentracién de Cu que esta directamente relacionada
con la viabilidad celular. Ahora bien, a diferencia de lo reportado, las condiciones utilizadas
en la presente tesis no generaron cambios en la viabilidad celular, lo que se asemeja a los
experimentos realizados en X. fastidiosa cuando se expuso a 3 y 4 mM de CuSQ,, situacion
en la cual se observé un aumento en la abundancia del transcrito de cufC, comportamiento
para el gen equiparable a lo obtenido en E. faecalis.

Por otro lado, experimentos realizados para el operén cop'®, muestran que éste
aumenta alrededor de 30 veces su abundancia a nivel de transcrito aproximadamente a los
15 min a la misma concentracién de Cu, diferencia que se mantienen durante todos los
tiempos de exposicion utilizados. El aumento de solamente dos veces en la abundancia del
transcrito para cutC recién a las 2 horas de exposicién a Cu sugiere que cutC es un
elemento de respuesta tardfa al metal. Estas diferencias sugieren que el mecanismo de
regulacion transcripcional de cutC difiere de aquellos genes que responden tempranamente
a Cu, como por ejemplo, proteinas cuya funcion estd directamente relacionada con el eflujo
(como ATPasas tipo P) o encargadas de contener el Cu dentro de la células

13.43.44 o como ha sido reportado para los genes codificados en el operon

(metalotioneinas)
cop (referencia 15). Nuestros datos permiten plantear que frente a un aumento en la
disponibilidad extracelular de Cu, E. faecalis levanta una respuesta transcripcional
temprana (operén cop) seguida de una segunda respuesta mas tardia (cutC), la primera
vinculada directamente al manejo del contenido de Cu celular y la segunda asociada a las

consecuencias derivadas del aumento en el contenido del metal, gatillada posiblemente por

un cambio en el estatus redox de la célula. En este escenario Ia funcién de CutC estaria

asociada a complementar los mecanismos de homeostasis de cobre y/o manejo del estrés
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oxidativo generado. En este contexto, la informacién recopilada referente a cutC, apunta a
que la respuesta transcripcional del gen depende directamente del tiempo y la cantidad de
Cu presente, manifestindose en que, cutC se induce frente a pulsos largos de exposicién no
letales, sin embargo, cuando las concentraciones generan una alta toxicidad, reflejada en
una disminucién por sobre el 50% de la viabilidad, el gen se reprime; comportamiento
transcripcional descrito previamente en genes capaces de responder a Cu *.,

En relacién a la regulacién del gen, .a la fecha no hay descrito para ningiin modelo
biolégico en el cual se ha identificado curC, regiones cis reguladoras dentro de su regién
promotora (binding sites para factores de transcripcidn). La busqueda de componentes
reguladores presentes en el genoma anotado de E. faecalis”®, indica la existencia de dos
tipos de factores de transcripeién, los de relacién directa, como CopY y CsoR, en los cuales
el Cu modula la estructura de la proteina y su actividad de unién al DNA'% y los de
relacidn indirecta con el metal, en el cual el estrés oxidativo generado es el causante de los
cambios conformacionales que ocurren en el elemento regulador, tal es el caso los factores
de transcripcién de la familia LysR, Fur, LexA y ArsR*. Trabajos en progreso se han
enfocado en el andlisis y bisqueda sitios de unién para estos factores de transcripcion rio
arriba del operén cutC, lo que permitird determinar y caracterizar los mecanismos de

regulacién especificos que comandan al gen.

CutC en la homeostasis de Cu

En la homeostasis de Cu, podemos encontrar funciones desempefiadas por proteinas
encargadas del ingreso, distribucion, regulacién transcripcional y eflujo del Cu, las cuales

juegan un papel fundamental en mantener el balance de las concentraciones éptimas del
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metal que permiten un correcto funcionamiento celular’. Con el objetivo de posicionar a
CutC entre alguno de estos cuatro procesos, se disefid un protocolo que permitiese evaluar
el efecto de CutC sobre la viabilidad celular y la concentracién intracelular de Cu tomando
en cuenta los mismos parametros utilizados en los experimentos de expresion génica.

De las estrategias disponibles, la utilizacién de mutantes, permite inferir de una
forma directa el efecto de la ausencia de la proteina sobre la homeostasis del metal"’, En
este contexto, evidencias de nuestro laboratorio, muestran que en ensayos de curvas de.
crecimiento, la mutante para CopA (ATPasa tipo P de eflujo de Cu), presenta una
disminucién de la viabilidad frente a la exposicién a Cu en comparacién con la cepa
silvestre, fenotipo no observado para las mutantes CopY y CopZ, los cuales no presentan
diferencias. Durante esta misma caracterizacién del operdn, se realizaron ensayos de
concentracién intracelular de Cu, que determinaron en la mutante para copd un aumento de
1,6 veces el contenido del metal; al contrario, la mutante de copY lo disminuye en esta
misma proporcién, en comparacién a la cepa silvestre’®. Tomando en cuenta los resultados
obtenidos en cepas mutantes para genes del operén cop, se decidié monitorear, el
crecimiento de AcutC frente a diferentes concentraciones de exposicién a Cu.

Los resultados obtenidos en ensayos de viabilidad celular, cuantificados por CMI y
curvas de crecimiento, no muestran diferencias significativas entre la cepa mutante y la
stlvestre, observacion similar a lo obtenido durante la caracterizacién de CutC en C
elegans, al realizarse el silenciamiento parcial de la traduccidn del gen mediante RNA
interferente™. En 1989, Rouch y colaboradores reportaron una disminucion en la viabilidad
de la mutante para cutC en E. coli'®. Sin embargo, nuevas evidencias indican que el
genotipo de esta cepa mutante corresponde a un transportador de eflujo de Cu (CopA) y no

a CutC*. Consecuentemente, experimentos realizados por el grupo de Camakaris (datos no
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publicados, comunicacion personal) en una nueva mutante para CutC, muestran que no
existen diferencias en la viabilidad celular entre esta cepa mutante y Ia cepa silvestre frente
a la exposicién a Cu. Esta evidencia es consistente con los resultados presentados en esta
tesis.

En cuanto a los experimentos de contenido intracelular de Cu, la comparacién
indica que existen diferencias significativas entre la cepa mutante y la silvestre.
Aparentemente la ausencia de CutC repercute en la habilidad de excretar Cu lo cual
explicaria porqué la mutante acumula alrededor de un 1,3 veces mas de Cu que la cepa
silvestre, resultado que posiciona por primera vez a CutC, como un elemento vinculado a
los mecanismos de la homeostasis del Cu.

Estos resultados permiten suponer que, E. faecalis establece umbrales maximos de
Cu intracelular acumulable que no ejerce efectos en la viabilidad, los cuales dependen de la
presencia de componentes involucrados principalmente en la resistencia al metal. En el
caso particular de AcutC, posiblemente no se supera el umbral de tolerancia debido a la
presencia activa de la ATPasa de eflujo CopA, que por el contrario, cuando es eliminada,
ademds del aumento en la concentracién (el doble en comparacién a la mutante en estudio)
hay cambios en la viabilidad celular frente a la exposicion al metal. En concordancia con
esta apreciacién, en el afio 1994, Master y colaboradores® generaron una cepa de ratones
mutantes homocigotos para las metalotioneinas 1 y 2. El fenotipo resultante son ratones
capaces que presentan una menor concetracion intracelular de Cu sin presentar cambios en
la viabilidad del organismo. Dos afios més tarde, el grupo de Kelly y Palmer realizan el
cruce de una cepa de ratones mutantes para el gen de la ATPasa de eflujo de Menkes
(ATP7a)5°, con la cepa de ratones mutantes de ambas metalotionefnas 1 y 2°', La mayoria

de la progenie homocigota resultante muere antes del dia once del desarrollo embrionario,
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concluyendo que la ausencia de la ATPasa y metalotioneinas en conjunto, afecta
directamente el umbral de tolerancia de los ratones, afectando drasticamente su viabilidad
frente a la exposicién al metal. )

Tomando en cuenta los resultados reportados en diferentes modelos en los que se
han caracterizado proteinas vinculadas a la homeostasis de Cu y de acuerdo a los fenotipos
obtenidos en los ensayos de contenido, proponemos que CutC participa en los mecanismos
encargados del eflujo del metal. Considerando la estructura de la proteina, podemos
descartar una participacion directa en el mecanismo de salida (del tipo ATPasa o RND), no
obstante, existen otros pasos involucrados con el eflujo, como por ejemplo, CutC podria
estar favoreciendo el desplazamiento del Cu hacia la ATPasa CopA, del tipo chaperona de
Cu, como es el caso de CopZ del operén cop~.,

Adicionalmente, e integrando la informacién obtenida de los experimentos de
qPCR, podemos decir que niveles elevados de Cu generan un aumento de la expresion del
transcrito, lo cual puede proyectarse como un requerimiento del aumento de la funcién de
esta protefna bajo estas condiciones, lo cual posiciona a CutC como un elemento de
respuesta tardfa al metal, lo que temporalmente se relaciona con un aumento en la
concentracion de Cu en ausencia de la proteina. En relacién a la especiﬁcidz'ld de la
respuesta de cutC, cabe la posibilidad, que los cambios de abundancia a nivel de transcrito
observados, pudieron ser gatillados producto del estrés oxidativo generado por el exceso de
Cu acumulado en la c€lula, y no la respuesta directa al metal. Para esclarecer esta pregunta,
ademds del andlisis de la regién promotora del operon cutC, en actual desarrollo estd la
cuantificacion de marcadores moleculares que nos permitan establecer si los parametros

utilizados (tiempo y concetracion de Cu) fueron capaces de generar estrés oxidativo en la

célula, asi como, se pretende exponer a E. faecalis a otros estimulos capaces de gatillar
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estrés oxidativo dentro la célula, como Fe o H»O,, 1o que nos permitiria evaluar el grado de
especificidad de la respuesta {ranscripcional de cuC frente al Cu.

En definitiva, los experimentos planteados nos permitieron proponer que CutC de E.
Jaecalis responde transcripcionalmente y modifica el contenido intracelular de Cu, lo que lo
posiciona dentro del modelo de estudio, ademas del operén cop, como un componente de la

homeostasis del metal, aparentemente vinculado al eflujo del Cu.

62




oA

CONCLUSIONES

CutC de E. faecalis es una proteina relativamente conservada dentro del orden
Lactobacillale, sus caracteristicas estructurales permiten situarla como miembro de la
familia de proteinas con barriles tipo TIM, tal como se ha descrito en homélogos de otros

organismos.

La proyeccién tridimensional del modelo obtenido sugiere la participacién de
residuos conservados de cistefnas en la coordinacion de Cu en una configuracién de
dfmero. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para confirmar si la protefna es

capaz de unir Cu en su estructura.

CutC responde transcripcionalmente a estimulos sostenidos de Cu aumentando su
abundancia a nivel de transcrito, lo que posiciona por primera vez al gen, como un
elemento de respuesta tardia al metal en comparacién a otros componentes de respuesta

temprana previamente descritos en este modelo bacteriano.

La ausencia de CutC, no genera un cambio en la viabilidad celular a lo largo de una
exposicién de 24 horas a diferentes concentraciones-de Cu en relacion a la cepa silvestre,
no obstante, la cuantificacién intracelular del metal presenta un aumento significativo lo

que sugiere que la proteina podria estar involucrada en mecanismos de eflujo de Cu.

La integracion de los resultados de qPCR y cuantificacién de Cu intracelular,
aportan por primera vez evidencias que CutC participa en la homeostasis del metal,

posiblemente complementando la funcién del operén cop en E. faecalis.
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Finalmente, es necesario acentuar que la funcidon y relacidn especifica de CutC
dentro de este proceso, es una pregunta ain no resuelta donde los datos obtenidos en la

tesis, mantiene la linea de investigacion realizada hasta el momento para esta proteina.
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Anexo 1. Protocolo de construccién de la base de datos Cu-BDP

Se gener¢ una base de datos de proteinas con patrones de union a Cu adaptando el
protocolo propuesto por Andreini y cols. 2004. Para ello se ingresd a la Base de Datos de
Proteinas (PDB, www.pdb.org), utilizando como palabra clave “copper” en la busqueda
general, se obtuvo una lista de proteinas no redundantes relacionadas con el metal, la cual
detalla Ja secuencia aminoacidica en formato fasta y el c6digo PDB para cada una de las
proteinas (n = 297 no redundantes). Con el fin de analizar la estructura primaria de cada
proteina, se accedié a la base de datos del Instituto de Bioinformdtica Europea (EBI,
http://www.ebi.ac.uk). Ingresando por separado, cada uno de los cédigos PDB de la lista
inicial obtenida, se logro tener acceso a la informacidén sobre los aminodcidos de
coordinacién (ligandos) que estuviesen interactuando directamente con el metal, los cuales
sc anotaron manualmente de acuerdo al siguiente formato: AX(n)BX(m)C, donde A, B, C:
residuos aminoacidicos ligandos de coordinacién, X: aminoacido al azar y n, m: nimero de
aminodcidos que estan entre dos subsecuentes ligandos. De haber dos o mds motivos por
secuencia se anotaron todos por separado, la correcta anotacién de los motivos se verifico
mediante el algoritmo PHI-Blast. Con esta informacién organizada se generd una nueva
base de datos denominada Base de Datos de Proteinas Cristalografiadas Vinculadas a Cu
(Cu-PDB), la cual se clasificé en 3 grupos: i} proteinas sin motivo identificado (n = 181),
ii} con un motivo (n = 74) y iii) con més de un motivo de unién a Cu (n = 42). Cada
proteina presente en Cu-PDB contiene su cédigo PDB, secuencia aminoacidica; organismo
del cual se obtuvo los datos cristalograficos y motivos de coordinacién cuando
corresponda. La base de datos se encuentra en formato Excel disponible ptiblicamente en el

LBEG.
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Anexo 2. Estadistica general de la base de datos de proteinas cristalografiadas

vinculadas a Cu

Cu-BDP

N° de elementos

Total de proteinas (PDB)

Total de proteinas con uno o més motivos

Total de proteinas sin motivo identificado

Total de proteinas no redundantes

Total de proteinas no redundantes con uno o mas motivos
Total de proteinas no redundantes sin motivo identificado
Total de motivos

Total de motivos no redundantes

Total de organismos no redundantes

Total de organismos eucariontes

Total de organismos procariontes

Total de anotacién de proteinas no redundantes

586
211
375
297
116
181
211
152
77
39
38
46
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Anexo 3. Aplicacién y anotacion de resultados Cu-BDP

Se rastred cada proteina presente en la base de datos Cu-BDP en el genoma
secuenciado de E. faecalis cepa V583, disponible en la base de datos del NCBI, utilizando
dos estrategias, a) Blastp: Mediante el algoritmo Blastp se rastreé la secuencia
aminoacidica (n == 297) y b) PHI-Blast: A través de la herramienta PHI-Blast, se rastreé la
secuencia aminoacidica con su respectivo patrén de unién a cobre (n = 211). Se utilizd
arbitrariamente en las estrategias a) y b) como puntos de corfe valores estindar de
expectativa (E-value) inferiores 1 y 1E ' respectivamente. De los resultados obtenidos se
anotd: codigo identificador genémico TIGR, E-value, la secuencia aminoacidica en formato
FASTA y una descripcién general de la funcién de la proteina obtenida desde su anotacion
genomica. Las proteinas identificadas se clasificaron basadas en los valores E-value,
calidad del motivo de unién (cuando corresponda seglin la estrategia de busqueda utilizada)
e informacién en la literatura sobre su posible participacidén en mecanismos de homeostasis

de Cu. Los resultados se muestran en el ANEXO 4.
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Anexo 4. Lista de candidatos invelucrados en la homeostasis de Cu en E. faecalis
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Anexo 5. Resumen XVII Congreso Chileno de Microbiologia, Pucén, Chile 2005

BUSQUEDA DE PROTEINAS QUE LIGAN COBRE EN ESPECIES DEL ORDEN
LACTOBACILLALE MEDIANTE ANALISIS BIOINFORMATICO. (Search of copper
binding protein in species of Lactobacillale order by bioinformatics analysis). Latorre, M.,
Leiva, A., Reyes, A., Gonzilez, M. Laboratorio de Bioinformética y Expresién Génica,
INTA-Universidad de Chile

En bacterias, proteinas que unen cobre (Cu) cumplen un papel esencial. Si bien, en la
actualidad, contamos con 139 genomas anotados, desconocemos el ntimero de proteinas
que presentan patrones de unién a Cu. En este trabajo, se adaptd el protocolo propuesto por
(Andreini y cols., 2004') para construir una Base de Datos de Cu-Proteinas (Cu-BDP) con
sus respectivos patrones de unién a Cu a partir de la informacién disponible en el protein-
data-bank. Nuestra Cu-BDP contiene 297 proteinas con 152 patrones no redundantes
provenientes de 38 genomas bacterianos y 39 eucariontes. Mediante PHI-Blast, los 147
patrones fueron rastreados en 7 genomas de especies del orden Lactobacillale. 161
proteinas con dominios de unién a Cu fueron identificadas, de las cuales 43 presentaron un
E-value<l. Las 1mas representativas fueron transportadores y chaperonas de Cu. Al
examinar la presencia de:1) ortélogos de estas 43 proteinas, y 2) las 57 proteinas de nuestro
Cu-BDP (provenientes de procariontes) en el genoma de E. faecalis (via BlastP) se
recuperaron 14 nuevas proteinas. Algunas de ellas no presentaron el patrén de unién a Cu
del templado. Este resultado sugiere que E. faecalis presenta una estrategia de utilizacién y
manejo de cobre basado en proteinas que poseen nuevos patrones de unién al metal.

! dndreini, C et al. 2004. Bioinformatics. 20:1373-80.
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Anexo 6. Protocolo de construccion de la cepa mutante de E. faecalis

OGI1RFVKan:cutC mediante disrupcion génica

El protocolo consiste en amplificar mediante PCR convencional un fragmento de
430 pb de la regién codificante del gen cwtC adicionando al producto los sitios de
restriccion BamHI y Xbal en los extremos 5° y 3'respectivamente. El amplicon es
purificado desde una electroforesis en geles de agarosa para luego ligarlo al vector
pGEMT-easy. El constructo pGEMT-easy-cutC se transforma en células de E. coli DH5a,
los transformantes se verifican en placas de agar LB suplementadas con Ampicilina 100
pg/mL y X-Gal 40 pg/mL. De los clones transformantes se purifican los constructos a
través de una Miniprep 1, 2, 3 y posteriormente digeridos con las enzimas comerciales
BamHI y Xbal. El tamafio correcto del fragmento digerido se verifica a través de
electroforesis en geles de agarosa, hecho esto se liga en el vector pTEX4577 no comercial,
Finalmente el constructo pTEX4577-cutC es transformado mediante electrotransformacion
en células silvestres de E. faecalis cepa OGIRF. Los transformantes de E. fuecalis OG1RF
son seleccionadas en agar N con 2,0 mg/ml. de Kanamicina, luego de 24 horas de
incubacién. Los protocolos especificos de clonacidn, ligacién, digestién y transformacién
se realizaron mediantes kits comerciales estandar, basandonos en cada uno de los pasos en

las recomendaciones de los fabricantes.
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Anexo 7. Resumen XVIII Congreso Latinoamericano de Microbiologia — ALAM,

Pucoén, Chile 2006

ROL DE LA PROTEINA CutC DE Enterococcus Jaecalis EN EL METABOLISMO DE
COBRE (Role of CutC protein from Enterococcus faecalis in copper metabolism). Latorre, M,
Reyes, A, Gonzilezz M. Lab. de Bioinformatica y Expresion Génica, INTA-

U.deChile.mlatorre(@inta.cl

CutC, ha sido descrita en E. coli como potencial participante del almacenamiento de cobre (Cu). Por
otro lfado, el cristal de CutC (de S. flexneri) posee un dominio del tipo barril TIM, propio de
enzimas que usan el metal como cofactor. Alineamientos locales (BlastP) revelan la presencia de un
ortélogo en Enterococcus faecalis (Ef), aun no caracterizado experimentalmente. Nuestro objetivo
fue determinar el rol de CutC en la homeostasis de Cu en Ef. Para ello, mediante disrupcién génica
obtuvimos una mutante de cutC de Ef (AcutC). El efecto de la mutacién fue evaluada mediante
ensayos de: concentracién minima inhibitoria de Cu (CMI-Cu) en caldo y agar, curvas de
crecimiento y sobrevida en presencia de CuSOy. Ademds, en la cepa silvestre (WT), mediante PCR
semicuantitativo se determiné cambios en los niveles de transcrito de c#C en respuesta a Cu (4h a
0,5mM). Los resultados indican, que WT y AcutC presentaron iguales valores de CMI-Cu
(3,0mM:caldo y 2,0mM:agar). Asi también, entre ambas cepas no se observo cambios en la forma
de las curvas en presencia de Cu ni en los tiempos de generacién (0,5mM:54min y 1,0mM:72min).
Los niveles del transcrito no cambiaron en respuesta a Cu. En conclusién, nuestra aproximacién no
nos permite sugerir que CutC participe en la homeostasis de Cu en Ef a diferencia de lo obtenido al
aplicar estos ensayos en la caracterizacién de otros componentes del metabolismo de Cu. Futuros
experimentos incluiran la determinacién del contenido intracelular de Cu y variaciones en los
niveles de expresion de cwrC en mutantes de genes que participan en la homeostasis del

metal. Fondecyt N°1030618; Fondef N°D041-1257.
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