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RESUMEN

Escherichia coli es una de las bacterias anaerobias facultativas mas
predominantes en el intestino, siendo en la mayoria de los casos, inocua
para el huésped. Sin embargo, existen cepas que alcanzan al torrente san-
guineo lo que ocasiona enfermedades extraintestinales como infecciones
urinarias, septicemia y meningitis. Dentro de éstas se encuentran las cepas
uropatogénicas (Uropathogenic Escherichia coli: UPEC), que secretan varios
factores de virulencia que incluyen: toxinas, sistemas de adquisicion de
hierro, adhesinas y antigenos capsulares. Las principales toxinas secreta-
das son: alfa-hemolisina (HlyA) y el factor necrotizante citotéxico 1 (CNF-1).
En esta revision se presenta una descripcion del estudio de las diferentes
etapas de su mecanismo de accién poniendo énfasis en la presentacion de
resultados obtenidos mediante el uso de novedosas metodologias, como
la Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR), la Microscopia de Fuerza
Atémica (AFM), la Transferencia de Energia Resonante de Fluorescencia
(FRET) y las Bicapas Lipidicas Planas (BLM).
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ABSTRACT

Escherichia coli is one of the predominant species of facultative anae-
robes in the human gut, and in the majority of the cases it is harmless to
the host. Some strains of these species can translocate to blood and cause
infection such as urinary infection, septicemia and meningitis. These are
the uropathogenic Escherichia coli strains (UPEC) that secrete several viru-
lence factors. The latter include a number of secreted toxins, iron-acquisi-
tion systems, adhesins, and capsular antigens. Secreted toxins include HlyA
and the cytotoxic necrotizing factor-1 (CNF-1).

This review presents a description of the study of the different sta-
ges of HlyA's mechanism of action, focusing on the presentation of results
obtained through the use of innovative methods such as surface plasmon
resonance (SPR), atomic force microscopy (AFM), Fluorescence Resonant
Energy Transfer (FRET) and planar lipid bilayers (BLM ).

Key words: Surface Plasmon Resonance (SPR), Fluorescence Resonance
Energy Transfer (FRET), Atomic Force Microscopy (AFM), Proteolipidic pores.

1. INTRODUCCION

Escherichia coli es |a bacteria responsable de, al menos, el 80% de las
infecciones del tracto urinario (ITU), patologia que actualmente se encuen-
tra entre las infecciones mas comunes en el mundo (Marrs et al., 2005). Las
cepas de E. coli que causan ITU son llamadas cepas uropatogénicas (Uro-
pathogenic Escherichia coli: UPEC). En los tltimos afios se ha obtenido una
enorme cantidad de informacion proveniente de la secuenciacion de geno-
mas de varias cepas clinicas. Estos datos, junto con informes epidemiolo-
gicos, han confirmado que diferentes cepas de E. coli comparten muchos
factores de virulencia que incluyen toxinas secretadas, sistemas de adqui-
sicion de hierro, adhesinas y antigenos capsulares. Las proteinas secreta-
das, entre las que se incluyen la toxina proteica alfa-hemolisina (HIyA) y el
factor necrotizante citotéxico 1 (CNF-1), pueden modificar las cascadas de
senalizacion de las células huésped, y alterar la respuesta inflamatoria e
inducir la muerte celular, mientras que los sideréforos como aerobactina,

192




bacteriocina y enterobactina permiten que las bacterias secuestren hierro
(Wiles et al., 2008). Experimentos realizados en cultivo celular han mos-
trado que altos niveles de HIyA pueden causar la lisis osmética de la célu-
la huésped, mientras que concentraciones subliticas de la toxina pueden
modular las rutas de sobrevida de la célula huésped (Wiles et al., 2008),
(Dhakal y Mulvey, 2012). Tanto HlyA como CNF-1 pueden, ademas, estimular
la ruptura de la barrera epitelial (Smith et al., 2008) y son los responsables
de la translocacion de la bacteria desde el tracto digestivo al torrente san-
guineo para finalmente diseminarse y colonizar diferentes tejidos, como el
nervioso y el urinario, causando asi la patologia.

HIlyA representa el prototipo de una familia de proteinas denomina-
da RTX (Repeat in Toxin) caracterizada por Welch(1991).Estas proteinas son
producidas por una gran variedad de bacterias gram-negativas y exhiben
dos caracteristicas comunes: la presencia de la repeticion de un nonapépti-
do rico en residuos de glicina y acido aspartico, localizados cerca de la por-
cion C-terminal y la secrecién a través del sistema tipo | (un transportador
ABC cassette). El grupo de proteinas RTX comprende toxinas, la mayoria de
ellas con actividad formadora de poros que se detecta por la formacion de
un halo hemolitico rodeando a las colonias cuando éstas crecen en placas
agar sangre. La sintesis, maduracion y secrecion de HlyA esta determinada
por el operon hlyCABD. El gen estructural hlyA codifica para un polipéptido
de 11o-kDa. Este polipéptido, denominado proHIyA, es la forma inactiva de
la toxina. ProHIyA se convierte en la forma litica luego de una activacion
postraduccional en el citosol de la bacteria antes de su exportacién al me-
dio extracelular. La modificacién postraduccional consiste en la acilacion
de dos residuos internos de Lys mediante enlaces e-amino, catalizados por
la aciltransferasa HIyC. La importancia de esta modificacion postraduccio-
nal radica en que cambia el comportamiento de la proteina de una forma
benigna a una forma netamente toxica. En la Fig. 1 se muestran los domi-
nios de la proteina mas relevantes para el mecanismo de accion.
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Figura 1. Esquema de la estructura de HIlyA donde se indican los dominios
mds relevantes para el mecanismo de accion. (Figura adaptada del capitulo
“E. coli alpha hemolysin and properties” del libro Biochemistry BooK I, Ekinci,D.
(Ed),Intech, Croacia. (2012))

HIyA actia sobre una gran variedad de tipos celulares de diversas
especies —ej.: globulos rojos, fibroblastos embrionarios y adultos, granu-
locitos, linfocitos y macréfagos (Cavalieri et al., 1984), — actuando también
sobre sistemas modelo de membranas (liposomas) (Ostolaza et al., 1993).

El microambiente encontrado por las bacterias en el huésped es extre-
madamente pobre en nutrientes de alli que una de las funciones de HIyA
sea la destruccion de las células blanco, facilitando de esta manera su apor-
te de nutrientes y otros factores criticos para su crecimiento tales como
el hierro. El mecanismo de accion litica es un mecanismo complejo que fi-
naliza en la lisis celular. En este proceso, se han reconocido al menos 3 eta-
pas: union a la membrana de la célula blanco, insercion y oligomerizacion.

A continuacion, presentamos las metodologias empleadas en el es-
tudio de cada una de estas etapas, asi como los resultados obtenidos por
nuestro grupo de trabajo sobre el mecanismo de accion de HIyA.

2. METODOLOGIiAS PARA EL ESTUDIO DE LAS DIFERENTES
ETAPAS DEL MECANISMO DE ACCION DE HLYA

2.1. Estudio de la union a membranas por SPR:

En este apartado se revisara brevemente el uso de la técnica de SPR
para el estudio del primer paso del mecanismo de accion de las proteinas
formadoras de poro (PFT), esto es, la union de la toxina a la membrana y/o
a receptores de membrana.

La Resonancia de plasmones superficiales se ha convertido en una
técnica muy valiosa para el analisis de las interacciones entre moléculas.
Inicialmente esta técnica se utilizé para el estudio de las interacciones pro-
teina-proteina, proteina-ligando o proteina-acido nucléico.(Myszka, 1997),
(Lakey y Raggett, 1998). En los tltimos afos su uso se ha expandido al estu-
dio de la interaccién proteina-membrana (Anderluh et al., 2003).

La técnica SPR es muy ventajosa para este tipo de estudios ya que
permite la determinacion de forma rapida y directa de las velocidades de
asociacion y disociacion y el monitoreo de la unién de las proteinas a una
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membrana sin necesidad del marcaje de la proteina o los lipidos con son-
das especificas. Esta técnica posee una alta sensibilidad de deteccion, lo
que posibilita trabajar con bajas concentraciones de muestra (en el rango
nM).Los experimentos de SPR no sélo permiten obtener informacién rela-
tiva a la afinidad entre biomoléculas (calculo de las constantes de unién),
sino que también proveen informacion cinética, que puede ayudar a com-
prender el modo de unién, la existencia de cambios conformacionales y de
eventos de oligomerizacién (de Mol and Fischer 2010).

En un experimento tipico de SPR, se forma una membrana de lipidos
(ligando) encima de una superficie de oro recubierta con una monocapa
hidrofilica denominada “chip-sensor”, sobre la que luego se hace pasar un
flujo de una solucién de proteina (analito) a una determinada concentra-
cion. La unién de la proteina a la membrana cambia el indice de refraccion
cerca de la superficie, lo que resulta en el cambio del angulo de resonancia
al cual se sintonizan los plasmones de superficie, que son excitados con un
laser de 670 nm en condicidn de reflexion total interna (TIR). El cambio se
expresa en unidades de corrimiento del angulo de resonancia y es lineal-
mente proporcional a la cantidad de proteina unida. Las curvas de union
(sensogramas) se utilizan para determinar las velocidades de asociacién y
disociacion ajustando los datos experimentales a un modelo de union.

Existen diferentes métodos experimentales para la preparaciéon de
la superficie del sensor de SPR mimetizando membranas lipidicas. Estos
métodos contemplan tanto la preparaciéon de membranas lipidicas pla-
nas como de liposomas intactos “capturados” sobre el sensor. Una revi-
sion muy grafica e informativa de dichos métodos ha sido presentada por
Besenicar y col (Besenicar y Anderluh, 2010). Algunas de estas modalidades
y/o variantes de las mismas han sido utilizadas en los ultimos anos para
el estudio de la interaccion de PFT y membranas (Anderluh et al., 2003),
(Anderluh et al., 2005), (Maula et al., 2013), (Brown et al., 2013). Reciente-
mente, mediante experimentos de SPR, nuestro grupo de trabajo estudio
la interaccién de la toxina HIyA con liposomas de diferente composicion li-
pidica, demostrando que la presencia de colesterol en la membrana facilita
la unién de la toxina a la misma (Vazquez et al., 2014).Dichos experimentos
se llevaron a cabo siguiendo un modelo experimental novedoso. La toxi-
na fue dializada frente a acetato de sodio (pH4) para luego proceder a su
inmovilizacién[450 RU ( unidades de resonancia )] sobre la superficie del
chip CMg activado previamente con EDC [N-etil-N-(3 - dimetilaminopropil)
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carbodiimida/NHS (N-hidroxisuccinimida), segin Fernandez y col (2006).
Los analitos (liposomas de diferente composicidn),asi como el receptor pro-
teico de la toxina (glicoforina), se aplicaron en diferentes concentraciones
sobre la toxina inmovilizada. El analisis de los datos se realizé utilizando el sof-
tware BlAevaluation™ para ajustar los datos a un modelo de unién 1/1 y de-
terminarla constante de disociacion (KD) del sistema en el equilibrio (Fig. 2).

Aquellos lectores interesados en profundizar la lectura sobre la téc-
nica de SPR, sus aplicaciones y aspectos metodologicos, pueden obtener
mas informacion en el libro de Mol and Fischer (2010).

A B
RU 80 ru70
|
/—41‘\,\5-
8 o —_ 100 3
S 40 50 5
Qo - ~—— Q
8 " \ TS 8
o« e e 125 @ Ky=(1.6£0.7)x 10°M
Y e e 6.25
o ~ e 10
0
-50 0 50 100 150 200 250 0 20 40 60 80 100
Time (s) Concentration (M)
c D
5{' - P e— A — —
0= = — — g0 | DOPC-HIyA sensorgram
5 : a
50 0 50 100 150 200 250 300 3
RUS0| k =6.1x10"M s
K,, = (2052 £ 47) M s § 0
Koy = (1.3£0.2)x 10 s 45
2 -50 0 50 100 150 200 250
225 Time (s)

Response
N
o

-5,0 0 50 100 150 200 250 300
Time (s)

Figura 2. Interaccion de HlyA con liposomas de diferentes composiciones
lipidicas. La toxina HlyA se inmoviliz(450 RU) sobre el sensor-chip y se hizo pasar
un flujo determinado de una suspension de liposomas de dioleoilfosfatidilcolina
(DOPC):Colesterol (Col);(4:1) (A y B), una solucion de glicoforina (C) o una suspension
de liposomas de DOPC (D), en las concentraciones indicadas para cada curva
(UM). Las curvas muestran que existe union especifica (A y C) o inespecifica (D),
luego de sustraer los valores obtenidos cuando se hizo pasar el flujo sobre una
superficie control, sin proteina inmovilizada (B) La determinacion de la KD de la
interaccion HlyA-liposomas de DOPC:Col se realizé mediante un andlisis no lineal
(C) Los sensogramas se ajustaron a un modelo de union 1:1 y se determinaron los
pardmetros Kon y Koff. Datos publicados en trabajo de Vazquez et al. (Vazquez
etal, 2014).
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2.2. Insercién de la Toxina en la Membrana. Microscopia
de Fuerza Atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atémica (AFM), pertenece a una gran familia
de técnicas de microscopias por barrido de sondas (SPM), que permite ge-
nerar una imagen topografica (3D) con resoluciéon atémica de la superficie
de la muestra.

La AFM se basa en la deteccion mecanica de fuerzas débiles entre una
punta muy delgada, montada sobre un soporte flexible (cantilever) posi-
cionado mediante un elemento piezo eléctrico y la superficie de la mues-
tra. De esta forma se pueden medir las fuerzas superficiales en un rango
de 10 a10°¢ N. El microscopio de fuerza atémica mide las deflexiones en
el cantilever debido a las fuerzas capilares, electrostaticas, de Van der Wa-
als y friccionales entre la punta y la superficie (Daza Millone 20m). Las tres
piezas basicas que componen este tipo de microscopio son los transducto-
res piezo eléctricos (scanners), los transductores de fuerza y el control de
retroalimentacion. Basicamente, el scanner mueve la punta respecto de la
superficie o viceversa mientras que el transductor de fuerza censa el cam-
bio de fuerza entre la punta y la muestra y el control de retroalimentacion
reenvia la senal al piezoeléctrico para mantener la fuerza fija entre la pun-
ta y la muestra. Casi todos los microscopios de fuerza atémica utilizan un
sistema de deflexion de rayo laser, donde el laser es reflectado desde el
cantilever reflectivo hacia un fotodetector sensible a la posicion. El cami-
no optico entre el cantilever y el fotodetector produce una amplificacion
mecanica de la senal del laser y como consecuencia, el sistema llega a de-
tectar los movimientos verticales de la punta con una precision inferior a
un Angstrom (Daza Millone, 2011).La AFM permite el estudio de estructuras
de origen biologico en un entorno semejante al que se encuentran natural-
mente (medio acuoso), en lugar de sufrir un proceso de metalizacién como
se procede en las microscopias electronicas. En este sentido, en los ultimos
anos la técnica de AFM ha representado una herramienta muy productiva
para el estudio de la interaccion de numerosas toxinas con membranas,
como informan, por ejemplo, Alessandrini y col, (Alessandrini et al., 2013),
Shaw y col (Shaw et al., 2008), Won y col (Won et al., 2012) and Ros y col
(Ros et al., 2013).

En un trabajo reciente hemos estudiado la influencia de la composi-
cion y propiedades de las membranas (segregacion de fases) en la inser-
cion de la toxina HlyA. Para ello se realizaron experimentos en sistemas de
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membranas modelo, empleando la técnica de monocapas y AFM. En dicho
trabajo se visualiz6 por primera vez, mediante AFM en tiempo real, la inte-
raccion de HIyA con bicapas de DOPC:palmitoil-esfingomielina (16:0SM):-
Col en relacién molar (2:1:1) soportadas sobre mica. Se determiné que la
insercion inicial de la toxina HIyA se produce a nivel de los limites entre
los dominios de la membrana que se encuentran en fase liquido-ordenada
(dominios lo, ricos en 16:0SM y colesterol) y las fases liquido-desordenadas
(fases Id, enriquecidas en DOPC). Sin embargo, a medida que pasa el tiem-
po, la insercion de la toxina se produce preferencialmente a nivel de las fa-
ses liquido-desordenadas,caracterizadas por un menor empaquetamiento
lipidico (Mate et al., 2014). Las imagenes de AFM también evidencian que
la interaccion de HIyA con las zonas de defecto de la membrana no se ajus-
ta al tipo de comportamiento descrito como estrategia general para otras
proteinas membranoliticas. Los autores consideran que dicho resultado
constituye un ejemplo mas que demuestra el mecanismo de accién “para-
dojico” de esta toxina, como mostraremos en la ultima seccion en relacion
a la estabilizacion por lipidos del poro preoteolipidico formado por la HIyA.

En la Fig. 3 se resumen los resultados mencionados relacionados con
la interaccion de HlyA con membranas que presentan segregacion lateral
de fases.

S sl |

Figura 3. Interaccion de HIyA con membranas que presentan segregacion
lateral de fases. Las imdgenes en escala de grises (parte superior de la Figura)
corresponden a la visualizacion mediante AFM, en tiempo real, de dicha
interaccion. En los paneles inferiores de la figura se representa de manera
esquemdtica una membrana que presenta dominios lo (mas altos), rodeados por
fases Id, de menor espesor. La insercion de HIyA se produce inicialmente a nivel
de limites (boundaries) entre fases, permitiendo interacciones lipido-proteina
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que estabilizarian los bordes de los dominios lo. La insercion posterior de mds
moléculas de HIyA se produciria a nivel de las fases ld. Esta figura corresponde al
graphical abstract del trabajo publicado por Maté y col(Mate et al,, 2014), con el
permiso de Elsevier.

2.3. Estudio del proceso de oligomerizacion por FRET

Como mencionamos anteriormente, el mecanismo de accion litico es
un mecanismo complejo que finaliza en Ia lisis celular. En este proceso se
han reconocido al menos 3 etapas: unién a la membrana de la célula blan-
co, insercion y oligomerizacion. En esta seccion describiremos el estudio de
la oligomerizacion mediante la técnica de FRET.

En el proceso de FRET, la energia de una molécula excitada o donor (D)
es cedida a otra que actiia como aceptor (A). Esta transferencia ocurre sin
emision de fotones y es el resultado de la interaccion dipolo-dipolo entre
Dy A. El grado de FRET depende de la extension de solapamiento entre el
espectro de emision del D y el espectro de absorcion del A, la orientacion
relativa de los dipolos de transicion del Dy Ay la distancia entre estas dos
moléculas. Esta dltima dependencia es la que determina la utilidad de la
transferencia de energia para determinar distancias entre D y A. Tales me-
diciones requieren que el par D-A esté separado una distancia que no varie
durante la vida media del estado excitado del D.

La velocidad de FRET (k,) desde un donor especifico a un aceptor esta
dada por: k =1/t (R /r)°, donde t es el tiempo de vida del donor en ausencia
de A, r es la distancia entre Dy A, y R es una distancia caracteristica de
cada par D-A, llamada distancia de Forster, a la cual la eficiencia de FRET es
del 50% (Forster, 1959). Esta dependencia con la distancia depende de las
caracteristicas espectrales de los fluor6foros empleados, pero por lo gene-
ral las distancias son de alrededor de 10-100 nm, por lo que experimen-
tos de FRET pueden ser utilizados para estudios estructurales de proteinas
(Lakowicz et al., 1990), cambios conformacionales (Heyduk, 2002) e inte-
racciones entre moléculas (Parsons et al., 2004). Especificamente nuestro
grupo de trabajo ha utilizado esta técnica para el estudio del proceso de
oligomerizacion de HlyA en membranas de fantasmas de eritrocitos (Her-
lax et al., 2009).

Cuando D y A son quimicamente diferentes, la eficiencia del proceso
se puede medir como: (a) aumento de la intensidad de fluorescencia del
aceptor; (b) disminucién de la intensidad de fluorescencia del donor; o (c)
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disminucion del tiempo de vida media de fluorescencia del donor. Para los
experimentos realizados con HIyA se eligieron Alexa-488 (D) y Alexa-546
(A). La determinacion de la eficiencia de transferencia de energia se realiz6
mediante el método (a).

HIyA no contiene residuos de Cys en su secuencia, por lo que para los
ensayos se utilizaron mutantes puntuales de HlyA donde se cambié una
Lys por Cys (HIyA K344C). El mismo mutante puntual se utiliz6 para la pro-
teina no acilada, la forma inactiva de HIyA (proHIyA K344C). La presencia
de Cys en las proteinas mutantes permite la introducciéon de sondas deri-
vadas de maleimida que se unen especificamente a residuos de Cys en una
relacién sonda:proteina de 1:1. Para realizar los experimentos se marcaron
dos poblaciones de cada una de las proteinas con Alexa-488 y otra con Ale-
Xa-546 y se las enfrent6 a fantasmas de eritrocitos (Herlax et al., 2009).
Experimentos de FRET pueden realizarse para estudiar la distribucion de
moléculas en membranas porque el espacio promedio entre las molécu-
las de interés dependera principalmente de su ordenamiento lateral. Por lo
tanto, las moléculas podran estar dentro del rango de distancia para que
haya FRET ya sea porque se encuentran agrupadas formando oligdmeros o
porque se distribuyan al azar en la superficie debido a su alta densidad, for-
zando a una fraccion de moléculas a estar dentro de las proximidades de
FRET. Esta ultima posibilidad, en nuestros experimentos, se evité mediante
el uso de una relacion molar lipido:proteina alta, para asegurar que el FRET
observado correspondiera a la oligomerizacion de la toxina en la superficie
de los eritrocitos.

Para cada proteina ensayada se prepararon tres muestras: (a) D/pro-
teina sin marcar (D/HlyA), (b) D/A, y (c) proteina sin marcar/A (HIyA/A). La
relacion molar entre Ay D fue de 1:1.

Cuantificacion del aumento de fluorescencia del aceptor por FRET.

La eficiencia de FRET (E) se calcul6 a partir de los siguientes datos es-
pectrales segiin Gohlkey col, (1994). El espectro de emision de fluorescencia
de fantasmas de eritrocitos que contienen D/A, FP(480, A ) (excitado a
480 nm) se expres6 como la suma ponderada de los dos espectros siguien-
tes: (a) espectro de emision de los fantasmas de eritrocitos que contienen
solo proteina marcada con D, F°(480, A _ ), y (b) espectro de emision de fan-
tasmas que contienen proteinas marcadas con D yA, pero excitadas a la
longitud de onda del aceptor, F>(530, A__) (excitado a 530 nm).
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F°* (480, A )=a" F°(480,A_ ) + b* F”*(530,A_ )

Los coeficientes ay b corresponden a los ajustes fraccionarios de las
contribuciones de cada uno de los espectros; b corresponde a la senal de
emision del aceptor debida a FRET desde el donor, normalizado por
FPA(530, A_,)- Finalmente, E se calcul6 a partir del coeficiente b, obtenido
por los ajustes matematicos antes mencionados, de la siguiente manera:

b= [E* €°(480)/ £*(530)] + £"(480)/ £*(530)

eP y €* corresponde a los coeficiente de absorcion de las sondas Dy A a
sus correspondientes maximos de longitud de onda de absorcion; (480
nm)/e*(530 nm) y €*(480 nm)/e*(530 nm) se determinaron a partir de los
espectros de absorcién de las muestras conteniendo solo D o A, (D/HIlyAy
HIyA/A).

En la Fig. 4 se puede observar un ejemplo de los espectros obtenidos
para una muestra que presenta FRET, como es el caso de HIyA K344C (A)
y otro ejemplo de muestra que no presenta FRET como es la muestra pro
HIlyA K344C (B), ambos estudiados en su interaccién con fantasmas de eri-
trocitos de carnero. La Fig. 4C muestra la eficiencia de FRET obtenida a par-
tir de los espectros mostrados en Ay B, segun se describi6é anteriormente.

Estos resultados demuestran que la proteina activa (HIyA K344C) oli-
gomeriza en la membrana eritrocitaria. En cambio, la proteina mutante
proHIyA K344C, analoga a la anterior pero sin los acidos grasos unidos co-
valentemente, no presenta FRET cuando interacciona con la membrana.
Estos resultados indican que la presencia de los acidos grasos unidos cova-
lentemente favorece una conformacion de HlyA adecuada para que se pro-
duzcan las interacciones proteina-proteina. La presencia de estos acidos
grasos facilitan la exposicion de regiones intrinsecamente desordenadas
implicadas en diferentes pasos del mecanismo de accién (Herlax y Bakas,
2007), en este caso especificamente se le atribuye la capacidad de facilitar
las interacciones proteina-proteina.
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Figura 4. Ejemplo de los espectros obtenidos para una muestra que presenta FRET
(A)y otra que no presenta FRET (B). Los espectros presentados son: El espectro de
emision de fluorescencia de fantasmas de eritrocitos conteniendo D/A, FP"A(480,
\,,) (excitado at 480 nm) (), espectro de emisicn de los fantasmas de eritrocitos
conteniendo solo proteina marcada con D, F?(480, N, ) (¥), espectro de emision de
fantasmas conteniendo proteinas marcadas con Dy A, pero excitada a la longitud
de onda del aceptor, F”4(530, N, ) (excitado a 530 nm) (m). Grdficas publicadas en
Herlax y col(Herlax et al., 2009).

Por otro lado, hemos realizados medidas de FRET similares a las men-
cionados anteriormente, pero utilizando fantasmas de eritrocitos deplecio-
nados de colesterol por metil-B-ciclodextrina. El objetivo de estos ensayos
fue el de estudiar la participacion de los microdominios de membrana en el
proceso de oligomerizacion. Los resultados mostraron un 75% de descenso
de la eficiencia de FRET en los eritrocitos deplecionados de colesterol con
respecto a los eritrocitos control, indicando la posible participacion de los
microdominios de la membrana enriquecidos en esfingomielina y coleste-
rol en el proceso de oligomerizacion (Herlax et al., 2009).
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Para profundizar en el proceso de oligomerizacion de la toxina se reali-
zaron ensayos de stopped-flow. Esta técnica espectroscopica es ampliamen-
te usada para el estudio de los mecanismos de reaccién rapida (desde 1ms
hasta 100 seg) en solucion. En general, los dos reactivos se mezclan y luego
se detienen en una celda de observacion. En nuestro caso se realizaron es-
tudios de cinética de FRET por stopped-flow. Para esto se mezclaron fantas-
mas de eritrocitos (control y deplecionados de colesterol) con una mezcla
conteniendo HlyA K344C marcada con Dy A. El comportamiento bifasico
del aumento de fluorescencia del aceptor en funcion del tiempo indica que
el proceso de oligomerizacion ocurre en dos fases: una primera fase muy
rapida de 20 seg, independiente del contenido de colesterol, ya que el au-
mento de fluorescencia presenta el mismo comportamiento exponencial
tanto en eritrocitos control como en los deplecionados de colesterol. Por
otro lado, el periodo entre las dos fases es dependiente del contenido de
colesterol en la membrana ya que el aumento de fluorescencia del aceptor
ocurre 50 segundos mas tarde en los eritrocitos depletados de colesterol
que en el control. La fluorescencia de A de una mezcla compuesta por HlyA
K344C sin marcar con A, muestra un aumento menos pronunciado que los
anteriores. Esto demuestra que la primera fase del proceso de oligomeri-
zacion, descrito anteriormente, corresponde al aumento de fluorescencia
de A por FRET y no a un aumento debido al incremento del rendimiento
cuantico de fluorescencia por insercién de la toxina en la membrana.

Por lo tanto, de estos resultados podemos concluir que el proceso de
oligomerizacion ocurre en dos fases: una primera fase rapida donde se
forman pequenos oligémeros y una segunda fase donde estos oligome-
ros coalescen para formar un poro mayor. Esta segunda fase depende del
contenido de colesterol en la membrana, resultado que sugiere que los do-
minios enriquecidos en esfingomielina y colesterol favorecen la fusion de
los oligomeros.

Los resultados obtenidos a partir de las técnicas de FRET demuestran
que los acidos grasos unidos covalentemente a la proteina favorecen la
oligomerizacion de la proteina en los microdominios de membrana, que
podrian servir de plataformas de concentracion de la toxina.
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2.4. Caracterizacién de poros proteolipidicos
empleando BLM

En esta seccion presentamos estudios en BLM para la caracterizacion
del poro formado por HIyA.

Las Bicapas Lipidicas Planas preparadas por la técnica de Mueller y col
(1962) constituyen una de las aproximaciones experimentales mas emplea-
das para caracterizar canales idnicos ya que permite detectar la corriente
generada por el paso de iones a través de canales Unicos. Los experimentos
se realizan sobre bicapas lipidicas libre de solvente empleando buffer 100
mM KCl, 5-1onM Hepes, pH 7.0 a cada compartimento a cada lado de la bi-
capa. La toxina se anade en concentraciones del orden nM en el comparti-
mento cis. Luego se aplica un voltaje constante a través de la membrana en
el lado cis. Se mide la corriente a través de la bicapa y se realiza el calculo
de la conductancia.

G(nS)= I(pA)/V(mV)

donde |l es la corriente medida a través de la bicapa y V el potencial eléctrico
aplicado. Las corrientes macroscopicas se amplifican.

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar la permeabili-
zacion de membranas inducida por toxinas y péptidos anfipaticos. Los mo-
delos aceptados para explicar la formacion de poros en el caso de toxinas
de elevado peso molecular son esencialmente dos: el modelo del barril
beta, cuyo prototipo es el canal formado por la a- toxina de Staphylococ-
cus aureus (Gouaux, 1998), y el modelo del ramillete a-helicoidal, como el
formado por las colicinas (Bermejoet al., 2013) y §-endotoxinas de Bacillus
thuringiensis (Promdonkoy y Ellar, 2003). La conductancia en estos casos
muestra tipicos escalones cuya conductancia refleja el tamano del poro
formado.

En sistemas lipidicos puros, la ruptura irreversible de la bicapa por la
aplicacion de un campo eléctrico resulta del crecimiento de poros lipidi-
cos cuando estos alcanzan un radio critico (Chernomordik y Chizmadzheyv,
1989). La dependencia experimental del tiempo de vida media de la mem-
brana (en un promedio de 10 medidas) con el voltaje aplicado U puede ajus-
tarse con la expresion tedrica basada en la teoria general para la formacion
de poros lipidicos bajo accion de un campo eléctrico
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t1= Aexp{ny*/[kT(c + C[e /e_-1]U?)]}

dondey es la tension lineal del poro en la membrana. Este es un parametro
clave en el desarrollo de poros lipidicos ya que cuantifica el trabajo
necesario para formar un poro de perimetro unitario y da una medida de la
resistencia de la membrana a la ruptura.

Sin embargo, la interaccion de HlyA con membranas resulta en la for-
macion de poros proteolipidicos, los cuales comparten algunas caracteris-
ticas de los canales idnicos proteicos, tales como la selectividad iénicay la
dependencia del voltaje (Sansom, 1991), y también con propiedades de los
poros lipidicos como es la dependencia de la composicion de la membrana
(Basafez et al.,, 2001). Como puede verse en la Fig. 5, aln en membranas
de asolectina, solo se observan unos pocos incrementos de conductancia a
modo de escalones, tipicos de los canales proteicos, siendo las fluctuacio-
nes de conductancia las responsables del incremento observado (Bakas et
al., 2006).
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Figura 5. Efecto de HlyA sobre la conductancia de BLM. La flecha indica el agregado
de 2.5 nM de HIyA a la solucion acuosa del lado cis de la bicapa de asolectina
En el inserto de la figura se muestra un experimento de las fluctuaciones de
conductancia. Grdfico publicado en Bakds et al,(Bakas et al., 2006)

Current, pA

Las conductancias obtenidas en nuestros experimentos y por lo tanto,
el tamano del poro formado, muestran una importante dependencia de la
composicion lipidica de la membrana, indicando la posible participacion
de los lipidos en la estructura del poro.
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En primera instancia, no es posible descartar la posibilidad que el poro
sea proteico pero sensible a la naturaleza de los lipidos que lo rodean; sin
embargo, las medidas de tiempo de vida media de las membranas apoyan
el modelo del poro proteolipidico. HIyA provoca una disminucion del tiem-
po de vida media de la membrana, tal como lo establece la teoria de los
poros lipidicos inducidos por un potencial transmembrana (Abidor et al.,
1979). Este comportamiento no se espera en el caso de la insercién de poros
puramente proteicos, los cuales tienen poco efecto sobre el tiempo de vida
media de la membrana.

En el caso de las proteinas proapoptéticas Bax (Basafiez et al., 2002),
el péptido C-terminal de la glicoproteina de cubierta de HIV (Chernomor-
dik et al., 1994) o la proteina PB1-F2 del virus de influenza A (Chanturiya et
al,, 2004)se forman poros lipidicos en la membrana, cuya formacién se pro-
mueve por la presencia de lipidos que inducen una curvatura positiva mien-
tras que los lipidos inductores de curvatura negativa inhiben su formacion.
Se demostré que HIyA ejerce un potente efecto desestabilizador sobre la
membrana, disminuyendo la barrera de energia para el desarrollo y creci-
miento del poro. Como ya ha sido sugerido para otras proteinas que des-
estabilizan la membrana, el desajuste hidrofébico/hidrofilico de los lipidos
en torno a la proteina reduce el costo de energia para el agrandamiento del
poro, lo que es equivalente a una disminucion en la tension lineal del poro
medida experimentalmente. En contraste con lo encontrado para otras pro-
teinas desestabilizadoras de la membrana, HlyA causa una disminucién en
la capacitancia de la membrana para todas las composiciones lipidicas ana-
lizadas.Este efecto puede explicarse por un incremento en el espesor de la
bicapa a consecuencia de la reorganizacion de las cadenas hidrocarbonadas
de los lipidos, como resultado de la interaccion con la toxina.

Otro aspecto interesante encontrado en la interaccion de HIyA con bi-
capas planas es el incremento en la estabilidad de las BLM que contienen
lisofosfatidilcolina (LPC). Usualmente, la LPC es un agente desestabilizador
de las membranas. Una posible explicacion de esta paradoja en términos
de la forma molecular y de la curvatura, puede estar relacionada con el
incremento del espesor de la bicapa inducido por HlyA. Generalmente,
la expansion del poro y la ruptura de la membrana esta facilitada por la
presencia de moléculas que inducen una curvatura positiva (como los li-
sofosfolipidos), ya que existe una disminucion en la energia por unidad
de longitud (tension lineal) requerida para formar los bordes del poro en
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una membrana donde la curvatura de la monocapa es positiva, mientras
que la presencia de los lipidos inductores de curvatura negativa (como el
diacilglicerol y la fosfatidiletanolamina), incrementa la energia libre (por
unidad de longitud) para la formacién del poro. En un poro proteolipidico
o toroidal, la curvatura positiva se encuentra perpendicular al plano de la
membrana, mientras que la curvatura negativa esta presente en el plano
de la membrana alrededor del poro (Alvarez et al., 2001). Sin embargo,
cuando se incrementa la longitud del poro, como se describié para HlyA,
la curvatura se desplaza hacia valores negativos (Fig. 6), haciendo que la
formacion de dicho poro esté energéticamente menos favorecida en las
membranas que contienen lipidos con curvatura espontanea positiva. En
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Figura 6. Esquema de la localizacion de diferentes lipidos en los poros de
proteinas pequernias y grandes (A y B). En C se muestra la seccion transversal
de la parte media del poro en el plano de la membrana. Los lipidos lamelares
estdn representados como cilindros, los lipidos con curvatura intrinseca positiva

como conos (A y B) y lipidos con curvatura negativa como trapecios (C) Esquema
extraido de la publicacion de Bakds et al,(Bakas et al,, 2006).
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otras palabras, la LPC previene la formacion de partes del toroide que son
predominantemente de curvatura negativa, estabilizando en consecuen-
cia la membrana.

La dependencia encontrada de los poros de HIyA con la composicion-
lipidica en los estudios de BLM y el tiempo de vida media de la membrana
son consistentes con los datos de permeabilidad obtenidos con liposomas
(Ostolaza et al., 1993). En este sentido, los lipidos como PE y colesterol, que
promueven curvatura espontanea negativa, favorecen la formacion de po-
ros de HIyA.

Estos experimentos demuestran que existe mas de una manera de
construiry estabilizar en la membrana un poro proteolipidico que lo que es
posible imaginar por el modelo clasico de poro toroidal.

3. CONCLUSIONES

Las toxinas bacterianas han sido definidas como: “sustancias solubles
que pueden alterar el metabolismo normal de las células del huésped, pro-
duciendo efectos perjudiciales en el mismo” (Schlessinger and Schaechter
1993). Sin embargo, en la Ultima década, los investigadores han buscado la
manera de obtener beneficios a partir de la toxina, de alli el aumento de
las terapias basadas en toxinas. Entre estas terapias se puede mencionar
la produccion de inmunotoxinas. Las inmunotoxinas son proteinas quimé-
ricas compuestas por una toxina fusionada a una proteina que reconoce
especificamente un ligando sobreexpresado en células cancerosas. Consi-
derando que a concentraciones subliticas HlyA produce la inactivacién de
protein quinasa B (PKB), proteina clave en la sobrevida de la célula huésped
(Wileset al., 2008), y que no requiere su internalizacion a la célula para que
produzca este efecto, HIyA podria ser un buen candidato para la produc-
cion de inmunotoxinas (Bakas et al., 2012).

Muchos son los conocimientos acerca de la estructura y funcion de
HIyA que harian posible la proyeccion sobre su aplicacion en estas tera-
pias. Sin embargo, seria necesario el esclarecimiento de la existencia de un
receptor especifico asi como también la caracterizacion del dominio de la
proteina involucrado en el reconocimiento de la membrana.
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