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The same thing that makes you live, can kill you in the end
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Resumen

Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno oportunista que puede infectar a las personas
inmunocomprometidas, como aquellas con fibrosis quistica. Las infecciones pulmonares
causadas por esta bacteria parecen ser facilitadas por la presencia de fosfatidilcolina (FC) en el
surfactante pulmonar, que el microorganismo utiliza como fuente de carbono y nitrégeno. Sin
embargo, es también en las vias respiratorias en donde P. aeruginosa enfrenta altos niveles de
especies reactivas del oxigeno, y a las que combate con un sistema enzimatico especializado
dependiente del poder reductor proporcionado por el NADPH. En el presente trabajo se
estudio la participacion de las deshidrogenasas de betaina aldehido (BADH), glucosa-6-fosfato
(G6PDH) e isocitrato (IDH-NADP™) productoras de NADPH, en la tolerancia hacia el estrés
oxidativo provocado por H,O,. La BADH es una enzima inducible por FC o por los
intermediarios de su metabolismo; las otras dos enzimas son constitutivas y diversos estudios
las proponen, principalmente a GGBPDH, como productoras del poder reductor requerido para
combatir el estrés mencionado. Como hipotesis se planted que en condiciones nutricionales
similares a las que se presentan en el pulmon, en donde existen intermediarios del
metabolismo de FC como fuente de carbono y nitrogeno, la BADH tendria una mayor
participacion en la tolerancia de P. aeruginosa hacia el estrés oxidativo. Esta suposicion fue
probada exponiendo la cepa silvestre PAO1 de P. aeruginosa y dos mutantes que carecian de
las actividades de G6PDH (mutante zwf) o de BADH (mutante betB), a ocho diferentes
concentraciones de H,O, (de 0 a75 mM) en medios de crecimiento con glucosa (MGlu),
colina-glicerol (MCGlice) y glucosa-colina (MCGlu). Se obtuvieron las curvas de crecimiento
de cada cultivo celular y se determinaron las actividades especificas de las deshidrogenasas
mencionadas anteriormente. Ademas, se realizaron metodologias para determinar los niveles

intracelulares de las coenzimas NADP* y NADPH.



Los resultados mostraron que la cepa silvestre tolera mejor el estrés oxidativo provocado por
H.O, creciendo en MCGIlu, que en MGIlu y MCGlice, sugiriendo una participacion sinérgica
de las enzimas G6PDH, BADH y de la IDH-NADP", de acuerdo a los resultados de actividad
enzimatica obtenidos. Los resultados de los experimentos con las mutantes carentes de estas
enzimas, apoyan esta sinergia entre las tres enzimas mencionadas, y, contrario a lo reportado
para G6PDH en la literatura, indican que tanto esta enzima como la BADH no participan
substancialmente en la tolerancia de P. aeruginosa. De estos ultimos resultados destaca
también el que la mutante betB creciendo en MCGlice, en donde no participarian ni GGPDH ni
BADH, tolere el H,O, al mismo grado que la cepa silvestre, sugiriendo que el metabolismo
del glicerol, méas que el de la colina, podria involucrarse en esta tolerancia. Respecto a la
determinacion de las coenzimas NADP® y NADPH se debe mencionar que a pesar de
intentarlo con dos métodos diferentes, ciclamiento enzimatico y separacion con HPLC, resulto
infructuosa. La razon de este resultado podria encontrarse en la misma naturaleza de la
bacteria P. aeruginosa, al poseer compuestos 0 enzimas que durante la extraccion de las

coenzimas, podrian quelarlas o degradarlas, respectivamente.



Abstract

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that can infect immunocompromised
people, as those with cystic fibrosis. The pulmonary infections caused by this bacteria, seems
to be facilitated by the presence of phosphatidylcholine in the pulmonary surfactant, which is
used by the microorganism as a carbon and nitrogen source. However, it is also in the airways
where P. aeruginosa deals with high levels of reactive oxygen species, and it fights them with
a specialized enzymatic system dependent of the reductive power of the NADPH. In the
current work, the participation of the dehydrogenases of betaine aldehyde (BADH), glucose-6-
phosphate (G6PDH) and isocitrate (IDH-NADP™) producers of NADPH, were studied under
the tolerance to oxidative stress caused by H,O,. The BADH is an phosphatidylcholine
inducible enzyme or by the intermediaries of its metabolism; the other two enzymes are
constitutive and are proposed in various studies, mainly the G6PDH, as producers of the
reducing power required to deal with the aforementioned stress. As an hypothesis it was layed
out that in nutritious conditions similar to those in the lungs, where there are intermediaries of
the phosphatidylcholine metabolism as a carbon and nitrogen source, the BADH would have a
mayor role in the tolerance of P. aeruginosa to the oxidative stress. This assumption was
tested exposing the wild type strain PAOL of P. aeruginosa and two other mutants that lacked
activities of G6PDH (zwf mutant) or BADH (betB mutant), to eight different concentrations of
H.0O, (from 0 to 75 mM) in growth mediums with glucose (MGlu), choline plus glycerol
(MCGlice) and glucose plus choline (MGlu). Growth curves of each cell culture were obtained
and specific activities of the dehydrogenases aforementioned were determined. Also it was

attempted to know the intracellular levels of the NADP* y NADPH coenzymes.



The results showed that the wild type strain tolerates the oxidative stress better growing in
MCGlu than growing in MGIlu y MCGlice, suggesting a synergic participation of the enzymes
G6PDH, BADH and IDH-NADP", this according to the results of enzymatic activity obtained.
The results of the experiments with the mutants lacking these enzymes supports the synergy
between three of these enzymes aforementioned, and contrary to what it was reported
previously for G6PDH, it indicates that this enzyme as the BADH are not substantially
involved in the tolerance of P. aeruginosa. Of these last results it also stands out the mutant
betB growing in MCGlice, where it would not participate nor GGPDH nor BADH, tolerates
H.O, at the same degree as the wild type strain, suggesting that glycerol metabolism, rather
than choline, could be involved in this tolerance. Regarding the determination of NADP" and
NADPH coenzymes it should be mentioned that despite trying two different methods,
enzymatic cycling and HPLC separation, was unsuccessful. The reason for this result may lie
in the very nature of the bacteria P. aeruginosa, possessing compounds, that during coenzyme

extraction, they could be chelated or degraded by enzymes.



1.- Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa, ubicua, considerada como un
patdgeno oportunista en el humano ya que infecta a las personas inmunocomprometidas, por
presentar algun factor o enfermedad que las predispone a dicha infeccion, entre los que se
encuentran: las quemaduras, los trasplantes de 6rganos, la neumonia, el cancer, el sida y la
fibrosis quistica (FQ) (Berrouane et al., 2000). Ademas, P. aeruginosa es reconocida como un
patogeno nosocomial primario (Lebeque et al., 2006) que causa bacteremia en victimas de
qguemaduras, infecciones del tracto urinario en pacientes con catéteres e incluso neumonia en
pacientes con respiradores; como consecuencia, la infeccion por esta bacteria es la causa
predominante de morbilidad y mortalidad en pacientes con FQ (Stover et al., 2000), ya que
éstos son susceptibles a las infecciones pulmonares crénicas causadas por P. aeruginosa (Van

Delden e Iglewski, 1998; Oliver et al., 2000).

La FQ es una enfermedad genética causada por mutaciones en el gen que codifica para
la proteina reguladora de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR, del
inglés Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), que afecta la funcion de este
canal iénico presente en células epiteliales y células de la sangre. La principal funcién de
CFTR es fungir como un canal de cloro, pero también se involucra, ya sea indirecta o
directamente, en la inhibicion de transporte de sodio, la regulacién de canales de ATP, la
regulacion del transporte intracelular de vesiculas, la acidificacion de organelos y la inhibicion
de los canales enddgenos de cloro activados por calcio, entre otras (O’Sullivan y Freedman,
2009). La variabilidad de sintomas entre los pacientes con FQ es alta, pues se han identificado
mas de 1,500 mutaciones en este gen. Entre las sefiales que aparecen a lo largo de la vida del

paciente destacan los trastornos pancreaticos y la infertilidad; sin embargo, es en los pulmones



donde se presenta el mayor reto, puesto que la infecciones cronicas son dificilmente
erradicadas por un sistema inmune deficiente, propio de esta enfermedad, resultando en una
exagerada inflamacion de los pulmones y fallas en la eliminacion de los principales patogenos,
entre los que se encuentra P. aeruginosa (O’Sullivan y Freedman, 2009; Cohen y Prince,

2012).

Las infecciones pulmonares causadas por P. aeruginosa, parecen ser facilitadas por la
presencia de una sustancia tensoactiva, el surfactante pulmonar, que mantiene estables a los
alvéolos y evita su colapso después de cada ventilacion (King, 1982). Este surfactante consiste
en un complejo lipoproteico con aproximadamente 10% de proteinas y 90% de lipidos, siendo
en su mayoria fosfolipidos, y entre los que la fosfatidilcolina (FC) es el mas abundante
(Blanco, 2004). Desafortunadamente para las personas con FQ, la FC puede ser utilizada por
P. aeruginosa como fuente de carbono y nitrégeno durante su invasion pulmonar. Para esto, la
bacteria secreta la fosfolipasa C que utiliza la FC como sustrato, obteniendo como productos
diglicérido y a la fosforilcolina (Stinson y Hayden, 1979; Ostroff et al., 1990; Van Delden e
Iglewski, 1998). Posteriormente la enzima fosforilcolina fosfatasa, que es exportada por P.
aeruginosa al espacio periplasmico, cataliza la hidrélisis de fosforilcolina a colina,
(Domenech et al., 2011) compuesto que provee de nitrégeno y carbono a la bacteria. A partir
de la colina que ingresa al citoplasma del microorganismo, P. aeruginosa es capaz de producir
glicina betaina (GB) (Fig. 1) (Velasco-Garcia et al., 1999; Wargo et al., 2008), un compuesto
osmoprotector que le permite a la bacteria adaptarse a un estrés osmatico, como el que existe
en el interior del pulmon de los enfermos de FQ (Terry et al., 1991; D’Souza-Ault et al.,

1992).
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Figura 1. Metabolismo de fosfatidilcolina en P. aeruginosa. PLC: Fosfolipasa C; PcPasa:
fosforilcolina fosfatasa; CDH: Colina deshidrogenasa; BADH: betaina aldehido
deshidrogenasa. Se muestra el lugar donde se encuentra cada enzima. Las flechas punteadas
indican una serie de reacciones no mostradas.

Los pulmones son los 6rganos mas expuestos al oxigeno atmosférico y por lo tanto son
el blanco primario de la toxicidad provocada por altos niveles de oxidantes, como son las
especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) entre las que se incluyen el
anion superdxido (O, ), el peréxido de hidrégeno (H,0,) v el radical hidroxilo ("OH), entre
otras. Estas moléculas pueden dafiar componentes esenciales de la célula, como son el ADN,
los lipidos de la membrana y las proteinas (Halliwell y Gutteridge, 2007). Las ROS son un
subproducto del metabolismo normal (Bowler y Crapo, 2002), pero también pueden ser

producidas exdgenamente por las células endoteliales, los macréfagos y los neutréfilos
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polimorfonucleares, como parte de los mecanismos de defensa del huésped hacia las
infecciones (Turrens, 2003; Coiofu et al., 2005). De manera especifica, se ha encontrado que
en las vias respiratorias de pacientes con FQ incrementan las cantidades de ROS sintetizadas
por los neutréfilos polimorfonucleares, contribuyendo al estrés oxidativo (Cohen y Prince,

2012).

En P. aeruginosa, asi como en muchos otros organismos, el sistema antioxidante
enzimatico conformado por la catalasa, la superdxido dismutasa, la glutation peroxidasa y la
glutation reductasa, entre otras, se encarga de combatir el estrés oxidativo causado in vitro por
las ROS generadas por factores, como los elementos galio, aluminio y cobre (Singh, et al.,
2005; Teitzel et al, 2006; Bériault et al., 2007), los compuestos metil violégeno (paraquat)
(Ma et al., 1998), menadiona (Singh et al., 2007), hidroxiperoxidos de cumeno y el
hidroxiperoxido de t-butilo (Ochsner et al., 2000) o el H,O, (Brown et al., 1995; Elkins et al.,
1999; Stewart et al., 2000); sin embargo, algunas enzimas de este sistema dependen del poder
reductivo proporcionado por el NADPH (Singh et al., 2007) (Fig. 2). Por ejemplo, la catalasa
es una enzima que neutraliza 2H,0,, produciendo 2H,0 y O,, la reaccion con el primer H,0,
oxida al Fe en el hemo y forma un intermediario con un grupo oxiferril con un radical de
porfirina w-cationico, esta estructura es conocida como el compuesto I, una forma activa de la
enzima. Este paso es seguido por la oxidacion de una segunda molécula de H,O, por el
compuesto I, para regresar a la enzima al estado basal o también conocido como ferricatalasa.
Durante la exposicién de la catalasa a las ROS, un electron puede reducir al compuesto I,
formando el compuesto 1, que es una forma inactiva de la enzima (Kirkman y Gaetani, 2007).

Sin embargo, diversos estudios han demostrado que el NADPH protege a la catalasa,
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previniendo la formacion del compuesto Il (Kirkman y Gaetani, 1984; Jouve et al., 1986;

Kirkman et al., 1987, Hillar et al., 1994; Kirkman et al., 1999; Gaetani et al., 2005).

EoE™
: | 2H,0; || GPrx

[
®
(0 ® (2H0)

NADP*

Enzimas
productoras
de NADPH

Figura 2. Relacion de las enzimas productoras de NADPH con las antioxidantes. SOD:
Superoxido dismutasa; Cat: Catalasa; GPrx: Glutation peroxidasa; GR: glutation reductasa;
GSH: glutation reducido; GSSG: glutation oxidado.

Una de las enzimas con alta relevancia por ser productora de NADPH es la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH), que en P. aeruginosa participa en la via de Entner-
Doudoroff (Fig. 3) (Lessie y Neidhardt, 1967); esta via representa una ruta central y
constitutiva por la que dicho organismo cataboliza diferentes fuentes de carbono (Garcia y
Ponce, 2003). En P. aeruginosa, la G6PDH es una enzima constitutiva que puede incrementar
su actividad cuando la bacteria crece en ciertas fuentes de carbono (glicerol, glucosa, fructosa,
piruvato-glucosa) (Lessie y Neidhardt, 1967). Ademas, se ha encontrado que mutantes de P.
aeruginosa carentes del gen zwf, que codifica para la G6PDH, incrementan su sensibilidad al
estrés oxidativo generado por el paraquat (Ma et al., 1998). Tambien, se ha sugerido que la
forma especifica isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP* (IDH-NADP"), una enzima
constitutiva que participa en el ciclo de Krebs (Ragland et al., 1966; Madigan et al., 2012)

(Fig. 3), podria ser relevante no solo por la participacion que tiene en esta importante via
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metabolica, pues se ha encontrado que su actividad incrementa en P. fluorescens sometida a

un estrés oxidativo (Singh et al., 2007).
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Gliceraldehido-3-P Piruvato Ciclo de Krebs
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Figura 3. Vias de degradacion de la glucosa en P. aeruginosa. glk: glucocinasa; gcd:
glucosa deshidrogenasa; gad: gluconato oxidasa; G6PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa;
pgl: fosfogluconolactonasa; edd: gluconato-6-fosfato deshidratasa; eda: 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato aldolasa; gnuk: gluconato cinasa; kguK: 2-cetogluconato cinasa; kguD: 2-
cetogluconato-6-fosfato deshidrogenasa; IDH-NADP™: isocitrato deshidrogenasa. *Enzimas
productoras de NADPH. Los cuadros de color azul muestran a las enzimas de la via de Entner-
Doudoroff. La flecha punteada indica una serie de reacciones no mostradas.

Como se discute a continuacion, otra enzima que también podria ser importante en la
tolerancia de P. aeruginosa hacia un estrés oxidativo es la enzima betaina aldehido

deshidrogenasa (BADH), que participa en el metabolismo de FC (Fig. 1). Se conocen las
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caracteristicas cineticas de esta molécula y, al compararlas con las de la G6PDH, tambiéen de
P. aeruginosa, se ha encontrado que las dos utilizan las coenzimas NAD"y NADP”, teniendo
una mayor preferencia por ésta Gltima (Velasco-Garcia et al., 2000). Ademas, se ha
demostrado que la afinidad de ambas enzimas por sus respectivos sustratos es parecida, asi
como su alta eficiencia catalitica (Ma et al., 1998; Velasco-Garcia et al., 2000). Debido a estas
similitudes, aunadas a la idéntica posicion que tienen en sus respectivas vias, se puede inferir
que la BADH podria sustituir o actuar junto con la G6PDH en su papel productor de NAPDH,
y por ende en la adaptacion de P. aeruginosa hacia un estrés oxidativo. Ademas, como ya se
sefiald, la BADH participa en la via que metaboliza FC (Fig. 1), que representa la principal
fuente de nitrogeno y carbono en el pulmon, y se involucra directamente en la sintesis de la

molécula osmoprotectora GB

Son y colaboradores (2007), realizaron un analisis con microarreglos de ADN, la
primera parte del estudio se desarrolld in vivo, en donde se utilizaron células de P. aeruginosa
obtenidas de esputo pulmonar de pacientes con FQ. La segunda parte del andlisis fue in vitro,
utilizando la misma bacteria creciendo con FC como Unica fuente de carbono. En el estudio se
encontré que en ambos casos, se inducian los genes de un gran nimero de enzimas, entre las
que se encontraban la fosfolipasa C, la colina deshidrogenasa, la BADH, la glicerol cinasa, la
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) y la G6PDH. Esta informacién sugiere que las
vias en las que dichas enzimas participan, podria involucrarse en la adquisiciéon de carbono y
nitrdgeno cuando el microorganismo crece en el surfactante pulmonar o bajo condiciones
similares. Ademas, las enzimas productoras de NADPH podrian ser importantes para

adaptarse a dicho ambiente.
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En un trabajo reciente, realizado en el laboratorio donde se desarrollé este proyecto
(datos no publicados), se encontr6 que cuando P. aeruginosa crece bajo condiciones
nutricionales similares a las presentes en el surfactante pulmonar (en presencia de colina y
glicerol), la bacteria presenta mayor tolerancia al estres oxidativo provocado por H,O,, con un
aumento de mas de 30 veces en la actividad especifica de BADH y un incremento en el
cociente NADPH/NADP*, con relacion a la bacterias crecidas en un medio rico en glucosa.

Sin embargo, no hubo diferencias en las actividades de las enzimas G6PDH e IDH.

Por otro lado, en estudios realizados con la especie P. fluorescens creciendo en medio
rico Luria-Bertani, la IDH y la G6PDH, incrementaron su actividad y expresion durante el
estrés oxidativo provocado por la vitamina K3 (menadiona) (Singh et al., 2007) y por el
elemento galio (Bériault et al., 2007). Estas diferencias en las actividades de las enzimas
productoras de NADPH podrian deberse, como se menciono antes, a la expresion diferencial

que presentan dependiente de la fuente de carbono utilizada.

En un trabajo desarrollado por Jacobs y colaboradores (2003), se generd una biblioteca
con cerca de 30,100 mutantes de la bacteria P. aeruginosa PAOL, utilizando la insercion al
azar del transposén ISlacZ/hah. De estas mutantes se conoce la secuencia de nucledtidos que
ha sido alterada, sin embargo, se desconoce su fenotipo, por lo que la mayor parte de las
bacterias que integran esta coleccion estan a la espera de ser caracterizadas. La utilizacion de
las mutantes de esta coleccion carentes de las actividades de G6PDH y BADH podria
ayudarnos a conocer la verdadera participacion de estas enzimas en la tolerancia de P.

aeruginosa hacia un estrés oxidativo, como proveedoras de NADPH.
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2.- Hipdtesis
La BADH de la bacteria P. aeruginosa podria participar en la tolerancia al estres oxidativo
presente en los pulmones, remplazando a la G6PDH o contribuyendo con esta y la IDH-

NADP™ en su papel productor de poder reductor.

3.- Objetivo general

Determinar la participaciéon de la betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) y la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) de Pseudomonas aeruginosa PAQO1, en la produccion de
NADPH vy en la tolerancia al estrés oxidativo, a través de la utilizacion de las cepas mutantes
betB y zwf que carecen de estas enzimas.
3.1 Objetivos particulares
e Corroborar que las mutantes zwf y betB carecen de la actividad enzimatica respectiva, y
caracterizar su crecimiento en medios de cultivo que contienen como fuente de carbono, ya
sea a la glucosa o a la colina con glicerol.
e Comparar la sensibilidad hacia el estrés oxidativo causado por H,O,, en la cepa
silvestre de P. aeruginosa y en sus mutantes zwf y betB, en condiciones nutricionales
similares que normalmente inducirian una mayor participacion de GG6PDH o de BADH en
el metabolismo del carbono y en la sintesis de poder reductor.
e Determinar la actividad de las principales enzimas productoras de NADPH -G6PDH,
IDH y BADH- en la cepa silvestre PAOL1 y en las mutantes zwf y betB creciendo en las
condiciones nutricionales antes mencionadas, en ausencia y presencia de estrés oxidativo.
e Determinar los niveles de las coenzimas NADP* y NADPH en las cepas creciendo en

las mismas condiciones nutricionales y de estrés mencionadas en el objetivo anterior.

17



4.- Material y métodos

4.1 Cepas bacterianas, condiciones de cultivo y confirmaciéon de la carencia de BADH o

G6PDH en las mutantes

Se trabajo6 con la cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1 (silvestre) y con mutantes de la
misma especie obtenidas por insercion del transposon ISlacZ/hah en los genes zwf y betB
(Jacobs et al., 2003). Estas mutantes fueron adquiridas de la coleccién de mutantes del
Departamento de Ciencias Genomicas de la Universidad de Washington. Inicialmente todas
las cepas se crecieron durante 12h en medio liquido Luria-Broth (LB) para despues agregarles
glicerol estéril hasta una concentracién final de 12 % (v/v) y almacenarlas en alicuotas a
-80 °C. En todo momento las mutantes estuvieron en contacto con tetraciclina (10 pg/mL),
para evitar la regresion de la mutacion.

Los medios de cultivos que se utilizaron durante la fase experimental para todas las
cepas, fueron el minimo base M63 (medio con glucosa, MGIlu) (Miller, 1972) y otros
modificados, que contenian colina/glicerol (MCGlice), colina/glucosa (MCGIu) o colina
unicamente (MCol) (20 mM de cada una de las fuentes de carbono que sustituian la glucosa
del medio base). La temperatura y la velocidad de agitacion en el bafio de incubacién se
mantuvieron constantes a 37 °C y 200 rpm, respectivamente.

Para confirmar la ausencia de las enzimas de interés en las mutantes, cuatro de las
cepas adquiridas (dos mutantes zwf y dos mutantes betB) fueron crecidas en los medios MGlu
y MCGIu para las mutantes zwf, y MCGlice y MCol para las mutantes betB. Los medios
MCGIu y MCGlice se utilizaron considerando que ante la ausencia de las enzimas G6PDH y
BADH, las mutantes respectivas podrian crecer utilizando colina o glicerol como fuentes

alternas de carbono, respectivamente. La cepa silvestre fue cultivada simultaneamente en los
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medios mencionados. La obtencion de las fracciones solubles y la medicidn de la actividad de

G6PDH y BADH se realizaron como se describe més adelante, en las secciones respectivas.

4.2 Determinacion de la sensibilidad hacia el estrés oxidativo causado por H,0,

La concentracion subletal es definida como aquella concentracion de un compuesto
que induce la mortalidad pero que no es estadisticamente significativa en la poblacién
experimental y que permite que el crecimiento aun ocurra (Desneux et al., 2007; Cho et al.,
2009). En este caso se consideré como aquella concentracion que afecto el crecimiento de las
células pero que les permitid sobrevivir y continuar dividiéndose. Habiendo corroborado que
las mutantes carecian de la enzima respectiva, la investigacion se aboc6 a conocer la
sensibilidad hacia el estrés oxidativo en las tres cepas. Para ello las bacterias fueron cultivadas
en matraces con los medios MGlu, MCGlice y MCGIu (8 matraces de cada uno). Una vez
alcanzada la fase exponencial (Absgoonm=0.5 U), se agregd H,O, (Pietersen et al., 1996) en las
siguientes concentraciones: 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 75 mM. Posteriormente se midié la turbidez
del cultivo cada 60 minutos durante seis horas a una longitud de onda de 600 nm; este
experimento fue realizado por duplicado para cada una de las cepas.

La velocidad especifica de crecimiento (W), indica el aumento en la concentracién
celular por unidad de tiempo. Fue calculada a partir de los datos de densidad dptica en la fase
exponencial, tanto para el control como para los diferentes tratamientos con H,0O,, utilizando

la siguiente ecuacion (Widdel, 2010):

_2.303 (log19 DO2-log1¢DO; )
(tz-t1)

[1]

Donde: DO, es el valor de la densidad Optica en el tiempo 2 (t;) y DO; es el valor de la

densidad dptica en el tiempo 2 (t,).
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Y el tiempo de duplicacion (tg), es definido como el intervalo de tiempo en el cual una

poblacion duplica su tamafio. Fue calculado a partir de la siguiente ecuacion (Widdel, 2010):

g =— [2]

Donde: u es la velocidad especifica de crecimiento [1] y In 2 es el logaritmo natural de 2.

4.3 Obtencion de la fraccion soluble de las células

Una vez conocida la sensibilidad de las bacterias hacia el estrés oxidativo y habiendo
determinado, al menos para la cepa silvestre, que todas las concentraciones de H,O; utilizadas
eran subletales, ya que afectaban el crecimiento de las células pero les permitian sobrevivir y
continuar dividiéndose, las diferentes cepas fueron sometidas durante 180 minutos a 0, 2.5 y
75 mM de este compuesto, en los diferentes medios (MGIlu, MCGlice y MCGIu).
Posteriormente, cada uno de los cultivos fue centrifugado durante diez minutos a 1,739 X g v,
el precipitado resuspendido en 1 mL amortiguador de homogeneizacion frio (NADP* 500 uM
en Tris/HCI 50 mM, pH 7.8). Después de esto las células fueron sonicadas por 20 s a 60 W,
manteniéndolas en bafio de hielo, y sometidas a centrifugacion durante diez minutos a 16,000
X g (Velasco-Garcia, 1999). El sobrenadante obtenido se utilizo para medir la actividad de las
enzimas de interés, asi como para cuantificar por duplicado la cantidad de proteina por el

método de Bradford (Bradford, 1976).

4.4 Medicion de las actividades enzimaticas

La fraccion soluble de las células crecidas en los diferentes medios de cultivo fue
utilizada para medir, por duplicado, la actividad de las enzimas BADH, G6PDH e IDH,

siguiendo la aparicion de su producto NADPH a una longitud de onda de 340 nm. La mezcla
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de reaccion utilizada para la BADH consistié en betaina aldehido 1mM, NADP* 0.3 mM y
buffer de fosfatos de potasio 100 mM pH 8.0 (Velasco-Garcia et al., 1999). Para las otras dos
deshidrogenasas las mezclas de reaccion utilizadas fueron una modificacion de dos métodos
previamente reportados. En el caso de la IDH contenia isocitrato 0.15 mM, NADP* 0.6 mM,
MnCl, 0.5 mM y Tris-HCI 100 mM (Rowe y Reeves, 1971). Mientras que para la G6PDH
consistié en glucosa-6-fosfato 1 mM, NADP* 0.3 mM, MgCl, 10 mM y Tris-HCI 100 mM pH
7.8 (Ma et al., 1998). En los tres casos la reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 0.5
mL, a 30°C, y fue iniciada afiadiendo 10uL del sobrenadante anteriormente obtenido. La
actividad especifica de todas las enzimas es expresada en la seccion de resultados como
miliunidades de enzima por mg de proteina (mU/mg), en donde una miliunidad equivale a la

cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 nanomol de NADPH liberado por minuto.

4.5 Cuantificacién de coenzimas

4.5.1 ENSAYO ESPECTROFOTOMETRICO

Las bacterias fueron crecidas hasta la fase exponencial (Absgoonm: 0.600) en 30 mL de
medio LB; posteriormente se centrifugd durante diez minutos a 3,500 rpm y cada pastilla se
resuspendio en 300uL de HCI 0.7 M, para el NADP®, o en 300 uL de NaOH 0.77 M, para
NADPH. Se agitd vigorosamente a 50 °C durante 12 minutos para después neutralizar con
300uL de NaOH 0.77 M para la muestra extraida con HCI y con 300 uL de HCI 0.77 M para
la muestra con NaOH (Lee et al., 1996), seguida de la adicion de 150 pL de buffer Tris-HCI
2M pH 8.0. La determinacion de los niveles de las coenzimas en los extractos obtenidos se
realizd utilizando el kit EnzyChrom NADP*/NADPH Assay Kit de Bioassay Systems,

siguiendo las instrucciones del proveedor y midiendo el cambio de absorbancia a 565 nm.
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4.5.2 ANALISIS POR HPLC

Se realiz6 un segundo analisis para la determinacion de los niveles de NADP* y

NADPH, utilizando HPCL (del inglés High-Performance Liquid Chromatography). EI método

de extraccion fue el mismo que se utilizo para el ensayo espectrofotométrico, sin embargo el

buffer afadido después de la neutralizacion fue KH,PO, 500 mM, pH 6.0. La deteccion de

nucleotidos se realizé mediante HPLC de fase reversa, utilizando una columna SUPELCOSIL

LC-18 (25 cm x 4.6 mm y 5 uM de tamafrio de particula). Se inyectaron 30 uL de las muestras

y se usé un programa de gradiente que se muestra en la Tabla 1, con una fase mévil de buffer

de KH,PO, 100 mM pH 6.0 (A) y una mezcla de buffer de KH,PO, 100 mM pH 6.0 y

metanol, 90:10 (B) (SUPELCO, 1997; Murarka et al., 2010). La velocidad de flujo utilizada

fue de 2 mL/min y la deteccidn se realizé siguiendo el cambio de absorbancia a 254 nm

durante 18 minutos.

Tabla 1. Programa de gradiente empleado

para la deteccion de nucleétidos por HPLC.

Tiempo (min) % B
0 0
6 0
10 25
115 90
125 100
17 100
18 0
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5.- Resultados y discusién

5.1 Confirmacién de la mutacién en los genes zwf v betB

En condiciones de infeccion, P. aeruginosa se enfrenta al estrés oxidativo causado por
el sistema inmune (Turrens, 2003; Coiofu et al., 2005; @strup al., 2010). Sin embargo, como
muchos otros microorganismos, esta bacteria posee un sistema antioxidante eficiente, que
abarca desde metabolitos (GSH, tioredoxina, a-cetodcidos, etc.), hasta enzimas destoxificantes
(la SOD, la catalasa, GPrx y la alquil hidroxiperdxido reductasa (Ahp)) (Fig. 2) (Halliwell y
Gutteridge, 2007). La actividad de estas enzimas depende del poder reductor del NADPH
(Singh et al., 2007). Debido a la importancia que juega el NADPH en la defensa contra el
estrés oxidativo, resulta de gran importancia estudiar enzimas como la G6PDH, la cual es
considerada una de las principales productoras de NADPH (Ver articulo de revision: Singh et
al., 2012) y debido a diversas similitudes que la BADH tiene con ella, principalmente de tipo
cinético, suponemos que la BADH podria sustituir o actuar junto con la primera en produccién
de NADPH, y por ende en la adaptacion de P. aeruginosa hacia un estrés oxidativo.

Como primer paso para poner a prueba esta hipotesis, se adquirieron dos cepas de P.
aeruginosa modificadas en el gen zwf, que codifica para la GGBPDH, y otras dos en el gen betB,
codificante de BADH (Jacobs et al., 2003). Cabe mencionar que estas mutantes han sido
caracterizadas en cuanto al sitio en el que se ha insertado el transposon ISlacZ/hah y un
fenotipo inicial que adquirieron (motilidad y crecimiento prototréfico); sin embargo, falta
caracterizarlas de manera mas profunda para conocer si verdaderamente carecen de la proteina
cuyo gen fue modificado. Con el fin de corroborar que estas cepas de P. aeruginosa tenian las
mutaciones en los genes mencionados, las bacterias fueron crecidas en medios que contenian
las fuentes de carbono que utilizan las vias metabdlicas en las que participan los productos de

estos genes, es decir, las enzimas G6PDH y BADH. En el caso de las mutantes zwf se encontro
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que unicamente una de ellas tenia un crecimiento menor en los medios utilizados (MCGlu y
MGlu), en comparacion con la cepa silvestre (Tabla 2); los ensayos de actividad enzimatica
demostraron que la cepa con menor crecimiento también carece de la actividad de G6PDH, en
los dos medios de cultivo utilizados, como se discute posteriormente en el apartado 5.3. En el
caso de las dos mutantes betB cultivadas en MCol y MCGlice, ambas mostraron un
crecimiento nulo en el primero de los medios y el mismo crecimiento en el segundo, al
compararla con la cepa silvestre (Tabla 2). Esta caracteristica de las mutantes betB para crecer
en medio MCGlice fue aprovechada para investigar si carecian de la actividad de BADH, los
resultados encontrados (no mostrados) demostraron que, a diferencia de la cepa silvestre, las
dos mutantes betB no poseen actividad de BADH.

Tabla 2. Crecimiento de las cepas silvestre y las mutantes zwf y betB, de P. aeruginosa en
medios de cultivo con diferente fuente de carbono.

Cepa Medio de cultivo Cepa Medio de cultivo
MCol  MCGlice MGIlu MCGlu
silvestre ++ +++ silvestre 4+ ++
PW10061(betB)  — +++ PW6325(zwf) +++ +H+
PW10062(betB)  — +++ PW6326(zwf) ++ ++

La informacién antes mostrada confirma que las mutaciones esperadas se realizaron
exitosamente en una de las cepas zwf y en ambas cepas betB, una de estas ultimas (PW10061)
fue seleccionada para realizar, junto con la cepa silvestre y la mutante zwf carente de G6PDH
(PW6326), el resto de los experimentos. Los resultados obtenidos también indican que la
mutante zwf puede metabolizar la glucosa en ausencia de la enzima G6PDH. Una via alterna a
la de Entner-Doudoroff es la conversion extracelular de la glucosa a gluconato o 2-

cetogluconato o hasta 2-cetogluconato (Fig. 3). Estas reacciones estan presentes en diferentes
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especies del género Pseudomonas y tienen como resultado la formacion de gluconato-6-
fosfato, sin produccion de NADPH en el primero de los casos, 0 hasta con gasto de esta
coenzima en el segundo. El gluconato-6-fosfato sirve como sustrato para la gluconato-6-
fosfato deshidratasa (edd) y posteriormente para la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa
(eda) (Fig. 3) (Fuhrer et al., 2005; Del Castillo et al., 2007).

Como ya se menciono, las mutantes betB no crecieron en el medio MCol pero si en el
medio MCGlice. Esta caracteristica se debe a que el metabolismo de la colina involucra
directamente la participacion de la BADH (Velasco-Garcia et al., 1999; Wargo et al., 2008),
por ello las mutantes betB al estar carentes de esta proteina no crecieron en un medio minimo
con colina como Unica fuente de carbono y nitrogeno. Esto demuestra que la via de
degradacion de la colina es Unica y, que probablemente no existen vias alternas de asimilacion
de este compuesto, por lo que al estar interrumpida en uno de sus componentes enzimaticos, P.
aeruginosa se queda sin fuente de carbono y por lo tanto de energia. Sin embargo, en un
medio con colina y glicerol (MCGlice), las mutantes betB pueden utilizar el glicerol como

fuente de carbono, ya que la via de degradacion del mismo es funcional.

5.2 Respuesta al estrés oxidativo bajo diferentes fuentes de carbono

Seleccionadas las cepas que carecian de las actividades de G6PDH y de BADH, se
procedié a investigar si la fuente de carbono, o el metabolismo de ésta, influyen en la
tolerancia al estrés oxidativo. Se utilizaron para ello el medio MGlu, que semeja un ambiente
al que seguramente se enfrenta continuamente este microrganismo, y en el que participaria la
G6PDH en la produccion de NADPH (Fig. 3); el medio MCGlice, que contiene las fuentes de
carbono y nitrégeno que tedricamente utiliza la bacteria en el pulmén después de degradar la

fosfatidilcolina, y en donde la BADH sintetizaria la coenzima mencionada (Fig. 1); y un tercer
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medio, MCGIu, que aunque desconocemos el sitio en donde la bacteria podria encontrar
simultaneamente estas dos fuentes de carbono, en nuestro estudio podria ayudarnos a conocer
si la participacion conjunta de GGPDH y BADH, como productoras de NADPH, podria llevar
a una mayor tolerancia hacia el estrés oxidativo.

Los primeros experimentos fueron realizados con la cepa silvestre creciendo en los
medios mencionados y utilizando H,O, en un intervalo de concentracion de 0 a 75 mM (Fig.
4). Como puede observarse, el mejor crecimiento de P. aeruginosa se presenta en los medios
con glucosa (MGlu y MCGIu, Fig. 4A y 4C), lo que muestra la preferencia que tiene el
microrganismo por este carbohidrato como fuente de carbono, con respecto al medio con
colina y glicerol. En forma contraria, el cultivo creciendo en MCGlice (Fig. 4B), presenta un
crecimiento pobre que se caracteriza por un lento reinicio de la fase exponencial del cultivo. A
pesar de esto, la tolerancia de la bacteria a concentraciones altas de H,O; no es tan notoria en
el medio que Unicamente contiene glucosa (MGIlu) como en los que incluyen a la colina
(MCGlice y MCGlu, Fig. 4B y 4C), en los que la fase exponencial de crecimiento en los
cultivos reinicia antes, en las concentraciones mencionadas del compuesto estresante; estos
resultados sugieren que la via de degradacion de la colina, en la que actua la enzima BADH,
podria tener una mayor participacion en el proceso de adaptacion de P. aeruginosa hacia el
estrés oxidativo. Otro aspecto que también se observa en la Fig. 4, es que de los medios con
colina, MCGilu, es el que permite una mas rapida y mejor recuperacion del crecimiento, lo que
sugiere un efecto sinérgico, posiblemente de la G6PDH y la BADH, cuando la colina y la

glucosa estan presentes.
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Figura 4. Crecimiento de la cepa Control_g_ 25
silvestre de P. aeruginosa sometida a

estrés oxidativo con HZOZ, en los

medios de cultivo que se indican en
cada grafica. Los datos mostrados son
el resultado de dos experimentos
independientes. Se  muestra la
desviacion estandar més alta obtenida. B
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Considerando que en ausencia de H,O; la bacteria tiene una velocidad de crecimiento
diferente en las distintas fuentes de carbono utilizadas (Tabla 3), y con la finalidad de apreciar
mejor la respuesta adaptativa de la bacteria hacia la condicion estresante, en la Fig. 5 se
muestra el porcentaje de crecimiento alcanzado a las 6 horas de haber iniciado el estrés, en los
distintos medios de cultivo. Los datos muestran que a bajas concentraciones de H,O, no
existen diferencias en las medias de los valores, en la respuesta que presenta la cepa silvestre
en los tres medios utilizados. Sin embargo, a concentraciones mas elevadas de H,0, (50 y 75
mM), es mas evidente que en el medio MCGIu, en el que podrian estar participando las
enzimas G6PDH y BADH, existe una mayor tolerancia al estrés oxidativo en relacion a los

otros dos medios.
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Tabla 3. Velocidad especifica de crecimiento () y tiempo de duplicacion (tg) de la cepa
silvestre de P. aeruginosa en los medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono en
condiciones de estrés oxidativo con H,O,. Se muestran los valores en los que se observaron
las diferencias mas notorias. Los valores son presentados como el promedio + desviacion
estandar.

Medio de cultivo Control 10 mM 25 mM* 50 mM* 75 mM*

MCGlice u(h™) 0.209+0.04  0.189+0.03 0.209+0.02 0.197+0.03 0.123+0.06

tq (h) 3.38+0.69 3.72+0.67 3.34+0.45  3.58+0.67 6.63+3.66
MGlu u(h™ 0.242+0.1  0.227+0.009 0.212+0.006 0.206+0.03 0.178+0.08
tq (h) 2.86x0.14 3.06+0.13 3.27+0.10  3.41+0.53 4.36+2.04

MCGlu p(h™) 0.274+0.02  0.180+0.09 0.233+0.01 0.189+0.02 0.201+0.01

tq (h) 2.54+0.23 4.37+2.12 2.98+0.17  3.70+0.37  3.45+0.20

*Se utilizaron los datos de la fase de recuperacion.
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Figura 5. Porcentaje de crecimiento en la cepa silvestre después de exponerla 6 horas a
diferentes concentraciones de H,O,, en las tres fuentes de carbono. Los datos mostrados
son el resultado de dos experimentos independientes. Las barras de error indican la desviacion
estandar.

Considerando la posibilidad de que el mayor crecimiento obtenido en los medios con

colina fuese debida a una inestabilidad del H,O,, y por ende a una disminucion en su

concentracion. Se decidio valorar si a lo largo de 6 h existian cambios en una concentracion de

28



75 mM de H,0, en los medios MCGlice y MGlu, sin bacterias, siguiendo la absorbancia de
este compuesto a 240 nm (Li y Schellhorn, 2007). Las gréaficas de la Fig. 6 demuestran que en
los medios utilizados (MGlu y MCGlice), la concentracion de H,O, no presenta cambios
drésticos a lo largo de las 6 h, siendo el medio con colina y glicerol (MCGlice) el que presento
la mayor disminucién, 9.1%, en la concentracion del compuesto. A pesar de esto,
consideramos que la pérdida de H,O, encontrada no es suficiente como para concluir que la
mayor velocidad en el crecimiento podria deberse a una disminucién en la concentracion del
compuesto, atribuible a su inestabilidad en el medio con colina y glicerol, que es el medio que
presento los valores mas bajos de |, en comparacion con los otros dos (Tabla 3). Sin embargo,
no podemos descartar que las bacterias contribuyeran a una disminucion en la concentracion

del H,0O,, via la secrecion de enzimas degradantes de este compuesto.
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Figura 6. Estabilidad del H,O,, a lo largo de 6 horas que duraron los experimentos, en
los medios MCGlice (A) y MGlu (B). Los datos mostrados son la media de tres experimentos
independientes. Las barras de error indican la desviacion estandar.

Tomando en cuenta que en la cepa silvestre la tolerancia al estrés oxidativo,
principalmente a mas elevadas concentraciones de H,O, (50 y 75 mM), pudiera estar

relacionada con la fuente de carbono utilizada, se consider6 que las mutantes zwf y betB,

carentes de la G6PDH y la BADH, respectivamente, podrian ser méas susceptibles al estrés
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oxidativo al no contar con los niveles del NADPH necesarios para combatir el estrés
oxidativo. Para corroborar esta hipotesis, se valord la susceptibilidad de las mutantes zwf y
betB al estrés oxidativo creciendo la primera de ellas en los medios MCGlu y MGlu y a la
segunda en MCGIu y MCGlice. En la cepa silvestre el medio MCGlu, utilizado en ambas
mutantes, llevaria a la participacion de la GGPDH y la BADH en la degradacién de las fuentes
de carbono utilizadas (glucosa y colina), mientras que MGIlu y MCGlice promoverian la
participacion de la primera y la segunda de las enzimas mencionadas, respectivamente.

En el caso de la mutante zwf crecida en MGlu (Fig. 7A) existe una menor velocidad
especifica de crecimiento (u), con relacion al de la cepa silvestre, en el control asi como las
concentraciones de H,O, superiores a 10 mM (Tabla 4), sugiriendo una mayor susceptibilidad
a la primera hacia el estrés aplicado; sin embargo, si comparamos los porcentajes en los que
ambas cepas reducen su crecimiento, con respecto al control respectivo (0 mM de H,0,),
después de 6 h de tratamiento con las diferentes concentraciones de H,0,, se observa una
tendencia similar en el comportamiento de crecimiento (Fig. 8A). La reduccion en la
velocidad de crecimiento de la mutante zwf en MGIlu podria deberse a que, al interrumpir la
via principal de degradacion de la glucosa (Via de Entner-Doudoroff) por la carencia de la
G6PDH, y por lo tanto la formacion del metabolito clave gluconato-6-fosfato, la degradacion
de glucosa por medio de las vias alternas, podria ser menos eficiente, ya que se ha demostrado
que en P. fluorescens y en P. putida, el consumo de carbono en un medio minimo con glucosa
ocurre principalmente via la fosforilacion de la glucosa (Fuhrer et al., 2005). No obstante,
debemos considerar que el aprovechamiento de la glucosa por vias alternas garantiza la

utilizacion de la fuente de carbono (Del Castillo et al., 2007).
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Tabla 4. Velocidad especifica de crecimiento () y tiempo de duplicacion (tg) de la cepa
silvestre y la mutante zwf de P. aeruginosa en MGlu, bajo un estrés oxidativo con H,O..
Se muestran los valores en los que se observaron las diferencias mas notorias. Los valores son
presentados como el promedio * desviacion estandar.

Cepa Control 10 mM 25 mM* 50 mM* 75 mM*

silvestre n(h) 0242+01 0.227+0.009 0.212+0.006 0.206+0.03 0.178+0.08
ty(h)  2.86+0.14  3.0620.13  3.27+0.10 3.41+053  4.36+2.04
Mutante zwf p (h)) 0.164+0.05 0.157+0.05 0.110+0.04 0.112+0.05 0.072+0.001

ty(h) 4.48+147  4.66x1.55 6.60+2.09  6.85+3.02  9.57+0.17

*Se utilizaron los datos de la fase de recuperacion.

A) Mutante zwf MGlu B) Mutante zwf MCGIlu

& Control
- Control 4 55 M - 1mM
-4 25mM
-+ 5mM
— 10mM
-©- 25mM
8 s50mM
A 75mM

0.9

0.6

Densidad dptica (Abs ggonm)
Densidad 6ptica (Abs ggonm)

0.34

T T T T T 1 T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (min) Tiempo (min)
C) Mutante betB MCGlice D) Mutante betB MCGlu
1.5 1.5
-&- Control g 25 mM -e- Control o 25 mM

~ |™1mM 5 s50mm ~
E - 25mM o E
§ 124 5mM m § 1.24
8 2
< <
_g 0.9+ _g 0.9+
a B
0 0
k] °
S 0.6 S 06-
2 2
c c
3 @
[=] & a

0.3+ 0.3+

T T T T T 1 T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 0 60 120 180 240 300 360
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 7. Crecimiento de las cepas mutantes zwf y betB de P. aeruginosa
sometidas a estrés oxidativo con H,O,, en los medios de cultivo que se indican.
Los datos mostrados son el resultado de dos experimentos independientes. Se

muestra la desviacion estandar més alta obtenida.

31



Un aspecto interesante que resulta del analisis de la Fig. 8A, es que en la mutante zwf
presenta una tendencia de mayor sensibilidad que la cepa silvestre a altas concentraciones de
H.0, (25, 50 y 75 mM). Estos resultados son similares a lo reportado por Ma y colaboradores
(1998), quienes mencionan una modesta sensibilidad al paraquat en una mutante que también
carece del gen zwf. Nuestros resultados podrian sugerir una cierta participacion de la GGPDH,
debido a la produccién de NADPH, en la tolerancia al estrés oxidativo generado por

concentraciones superiores a 10 mM de H,0,.
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Figura. 8. Comparacion del crecimiento alcanzado por la cepa silvestre y las mutantes
betB y zwf, después de exponerlas 6 horas a diferentes concentraciones de H,O, en los
medios MGIu (A), MCGlice (B) y MCGIu (C). En el caso del medio MCGlu (C) en la
mutante betB los valores de crecimiento en 50 y 75 mM de H,0,, son negativos porque estan
por debajo del valor de absorbancia en el cual se indujo el estrés oxidativo. Los datos

mostrados son el resultado de dos experimentos independientes. Las barras de error indican la
desviacion estandar.
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Tabla 5. Velocidad especifica de crecimiento () y tiempo de duplicacion (tg) en la cepa
silvestre y la mutante betB de P. aeruginosa en MCGlice, bajo un estrés oxidativo con
H,0,. Se muestran los valores en los que se observaron las diferencias mas notorias. Los
valores son presentados como el promedio + desviacion estandar.

Cepa Control 10 mM 25 mM* 50 mM* 75 mM*

silvestre u(h™) 0.209+0.04 0.189+0.03 0.209+0.02 0.197+0.03 0.123+0.06
tq (h) 3.38+0.69  3.72+0.67 3.34+0.45 3.58+0.67 6.63+3.66
Mutante betB  p (h™) 0.190£0.006 0.162+0.02 0.169+0.03 0.154+0.02 0.130+0.02

ta (h) 3.65+0.12  4.31+0.63 4.18+0.85 4.54+0.65 5.41+0.94

*Se utilizaron los datos de la fase de recuperacion.

A pesar de que en la mutante betB la 1 es menor, y por lo tanto el t; es mayor, en
comparacion con la cepa silvestre en MCGlice (Tabla 5), el crecimiento de ambas cepas es
similar (Figs. 7C y 4B). Ademas, los porcentajes en los que ambas reducen su crecimiento
respecto a su control respectivo (con 0 mM de H,0,), también es similar (Fig. 8B). A partir de
estos resultados se podria sugerir que dicho gen y por ende la BADH, no son importantes en la
tolerancia al estrés oxidativo. Sin embargo, como ya se menciono, se sabe que la mutante betB
puede utilizar el glicerol como fuente de carbono, por lo que en ella podrian estar participando
los genes glp, que codifican para las proteinas requeridas para el transporte y la conversion del
glicerol a dihidroxiacetona fosfato, que es posteriormente metabolizada por una rama de la via
de Entner-Doudoroff, dando como resultado gliceraldehido-3-fosfato o triosa fosfato, que son
metabolizados hasta piruvato (Heath y Gaudy, 1978) (Fig. 9). De esta manera, como se sugiere
mas adelante, consideramos que la célula podria obtener la energia necesaria para mantener un
buen crecimiento y, combatir el estrés oxidativo (Fig. 7C). Previamente, se ha mencionado la
importancia del glicerol para P. aerguinosa en las infecciones pulmonares, al ser utilizado
como fuente de carbono durante la degradacion de la FC (Schweizer y Po, 1996; Son et al.,
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2007), principal componente del surfactante pulmonar. Ademaés, se ha demostrado que el
gliceraldehido-3-fosfato es un intermediario obligatorio para la biosintesis del alginato
(Banerjee et al., 1983), expolisacarido que es reconocido como un factor de virulencia de esta
bacteria (May et al., 1991). Estos resultados sugieren que la via de degradacion del glicerol
podria ser de gran importancia para la bacteria, ya que en la mutante betB, la BADH ni la
G6PDH estan participando en la biosintesis de la coenzima reductora.

En el catabolismo del glicerol, participan dos enzimas productoras de NAPDH (Fig. 9).
La G3PDH, que es una enzima inducible por el glicerol en P. aeruginosa PAO (Heath y
Gaudy, 1978; McCowen et al., 1981). Y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), de la cual P. aeruginosa PAO posee dos isoformas, que difieren en la dependencia
del cofactor, una de ellas utiliza al NAD" y la otra al NADP" (Rivers y Blevins, 1987). En P.
putida se encontr6 que cuando la bacteria es crecida en un medio minimo con glucosa o
glicerol como unica fuente de carbono, en el primer caso se inducia la actividad de la
GAPDH-NAD" con respecto a la isoforma dependiente de NADP®, sin embargo, cuando la
fuente de carbono es glicerol, hay un considerable incremento en la actividad de la GAPDH-
NADP®, aunque la actividad de la isoforma dependiente de NAD® sigue siendo la
predominante (Nikel et al., 2014). Esta informacion sugiere que cuando la fuente de carbono
incluye al glicerol, la G3PDH y la GAPDH-dependiente de NADP* podrian participar como

productoras de NADPH para combatir el estrés oxidativo.
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Figura 9. Metabolismo del glicerol en P. aeruginosa. glpk: glicerol cinasa; G3PDH:
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa; tpi: triosafosfato isomerasa; GAPDH: gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa; PGK: fosfoglicerato cinasa; PGAM: fosfoglicerol mutasa; PK:
piruvato cinasa. *Enzimas productoras de NADPH. Las flechas punteadas indican una serie de
reacciones no mostradas.

Con relacion al crecimiento de las mutantes zwf y betB en MCGIu, un medio en el que
la cepa silvestre mostrd6 una mayor tolerancia al H,O, (Fig. 4C) y en el que estarian
participando las enzimas G6PDH y BADH en la produccion de NADPH, ambas cepas
mostraron comportamientos distintos al de la cepa silvestre. En el crecimiento de la primera
(Fig. 7B), aun en ausencia de H,0,, los valores de p fueron menores en relacién con la cepa
silvestre (Tabla 6), y es mas sensible al estrés oxidativo causado por H,O, (Fig. 8C), esta
informacidn sugiere que la G6PDH si parece estar participando en la tolerancia hacia el estrés
oxidativo; sin embargo, su papel no pareciera ser tan esencial. Este comportamiento sugiere

que las vias alternas de catabolismo de la glucosa (Fig. 3) no son tan eficientes, pues P.
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aeruginosa no puede combatir adecuadamente el estrés oxidativo debido a la interrupcion en

uno de los componentes enzimaticos de la via de Entner-Doudoroff.

Tabla 6. Velocidad especifica de crecimiento (W) y tiempo de duplicacion (tg) en la cepa
silvestre y las mutantes zwf y betB de P. aeruginosa en MCGlu, bajo un estrés oxidativo
con H,O,. Se muestran los valores en los que se observaron las diferencias méas notorias. Los
valores son presentados como el promedio + desviacion estandar.

Medio de cultivo Control 10 mM 25 mM* 50 mM* 75 mM*

silvestre  p (h™) 0.274+0.02  0.180+0.09 0.233+0.01 0.189+0.02 0.201+0.01
tq (h) 2.54+0.23  4.37+2.12  2.98+0.17 3.70+0.37  3.45+0.20
Mutante p(h?)  0.146+0.002 0.126+0.005 0.100+£0.001 0.099+0.01 0.096x0.01
zwf tq (h) 474+0.08  549+0.23  6.90+0.14  7.09+1.02  7.26%0.76
Mutante p (h?) 0.201+0.009  0.193+0.01 — — —

betB tg () 344015  3.61%0.33 — — —

*Se utilizaron los datos de la fase de recuperacion.
——: Valores que no se calcularon, pues no habia crecimiento.

Por otro lado, en el mismo medio MCGlu, la mutante betB mostré buen crecimiento
hasta la concentracion de 10 mM de H,O, (Fig. 7D y Tabla 6); sin embargo, en las
concentraciones mas altas (25-75 mM), se observa una hipersensibilidad a éste, resultando en
una lisis celular, que se presenta como una disminucion en la turbidez del cultivo o en su
absorbancia en 600 nm (Fig. 8C). Estos resultados pueden ser explicados en parte porque la
carencia de la BADH en la mutante betB, conlleva a un efecto toxico causado por la
acumulacién de la betaina aldehido (BA) como Sage y colaboradores (1997) mencionan. Sin
embargo, en los experimentos realizados en este trabajo, la acumulacion de BA no pareciera
tener este efecto toxico, aparentemente esto esta relacionado con la fase de crecimiento, pues

en un cultivo de la mutante betB en MCGlu, en el que se inicio el estrés en una etapa posterior
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del crecimiento (Absgoonm: 0.580 unidades de absorbancia), no se observa hipersensibilidad a
altas concentraciones de H,O, (resultados no mostrados). Esta informacion sugiere que la
carencia de la BADH, la ausencia del osmoprotector GB o la via de degradacion de este
osmoprotector hacen mas sensibles a la bacteria al estrés oxidativo. Relacionado con esta
posibilidad, recientemente se le atribuyé otro papel diferente al de osmoprotector a GB, pues
se demostré que juega un papel regulador de la expresion de varios genes via el regulador
transcripcional GbdR, que esta implicado en la adquisicion y transporte de la colina asi como
el catabolismo de GB a piruvato (Hampel et al., 2014). Esta informacion sugiere que
posiblemente, la via en la que participa la BADH o alguno de sus intermediarios, como GB,
participan en la tolerancia al estrés oxidativo, como se ha demostrado para microrganismos
como la levadura (Liu et al., 2011; Sui et al., 2012). Cabe resaltar que, aunque desconocemos
la razon, la hipersensibilidad al estrés oxidativo no se observa cuando la mutante betB es

crecida en un medio que también contiene glicerol (MCGlice) (Fig. 7C).

Interesantemente, a diferencia de la cepa silvestre, las mutantes bajo estrés oxidativo,
no mostraron la recuperacion en el crecimiento en las ultimas horas, excepto en la mutante
betB en MCGilice (Fig. 7C), lo que apoya el que esta via 0 alguno de sus componentes podria
involucrarse en la tolerancia al estrés por H,O,, principalmente a las concentraciones mas
elevadas de este compuesto (50 y 75 mM), en donde el metabolismo de glucosa no parece
brindar este soporte a la bacteria (Fig. 7D). Tocante a esto, en Saccharomyces cerevisiae se ha
relacionado la sintesis del glicerol en la respuesta al estrés oxidativo, pues se ha postulado que
sirve para generar NADPH (Godon et al., 1998; Pahiman et al, 2001) o como depurador
(scavenger en inglés) de radicales ‘OH (Smirnoff y Cumbes, 1989). Ademaés, se ha

mencionado que el glicerol puede generar grandes cantidades de NADPH mediante un
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ciclamiento enzimatico de glicerol a dihidroxiacetona, funcionando como una
transhidrogenasa, como respuesta al estrés osmotico (Norbeck y Blomberg, 1997). Una
situacion similar podria estar ocurriendo en P. aeruginosa, ya que existen reportes de que el
metabolismo de glicerol involucra a la enzima G3PDH (Heath y Gaudy, 1978; McCowen et
al., 1981) que podria estar produciendo NADPH y de esta manera ayudar a combatir el estrés
oxidativo. Esta es una de las enzimas cuyo gen se ha encontrado, junto con los de otras
enzimas involucradas en el metabolismo de FC, entre las que se encuentra la BADH, que se

inducen tanto in vivo como in vitro por la presencia de este fosfolipido (Son et al., 2007).

5.3 Efecto de la fuente de carbono en la actividad de las principales enzimas productoras de

NAPDH, bajo un estrés oxidativo

El NADPH es una coenzima que por sus propiedades reductoras, contribuye a
mantener el estado redox de la célula (Pollak et al., 2007). Cuando la célula se enfrenta a un
estado en el que la generacion de radicales libres, es decir, las ROS y del nitrogeno, es mayor
a la destoxificacion de los mismos, se dice que se encuentra bajo un estrés oxidativo
(Lushchak, 2001). En esta situacion participan las enzimas antioxidantes (la SOD, la catalasa y
la GPrx,) que, de forma directa o indirecta, son dependientes del poder reductor proporcionado
por el NADPH (Singh et al., 2007), e incluso pueden utilizar el cofactor NADPH para su
actividad catalitica (la GR y la Ahp) (Ochsner et al., 2000; Costa e Imlay, 2001; Halliwell y
Gutteridge, 2007). Ademas, el NADPH puede ser utilizado para reducir el GSSG a GSH,
metabolito antioxidante muy importante para mantener el balance redox de la célula (Fig. 2)
(Halliwell y Gutteridge, 2007), o también puede ser usado por la catalasa, para prevenir la
formacion del compuesto Il (estado inactivo de la catalasa) (Kirkman y Gaetani, 1984; Jouve
et al., 1986; Kirkman et al., 1987, Hillar et al., 1994; Kirkman et al., 1999; Gaetani et al.,
2005). Debido a esto, se considera que en condiciones de estres oxidativo, el NADPH, y por
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ende las enzimas que lo sintetizan, podrian ser un factor importante en la tolerancia al mismo.
Para probar esta hipdtesis, en este trabajo se midié la actividad de las enzimas BADH, G6PDH
e IDH-NADP" en P. aeruginosa. En este trabajo se decidié medir la actividad de la enzima
IDH-NADP*, pues en investigaciones relacionadas con el estrés oxidativo se ha encontrado
que su actividad incrementa (Jo et al., 2001; Middaug et al., 2005; Singh et al., 2005; Bériault
et al., 2007; Singh et al., 2007). Para ello se crecio a la bacteria durante tres horas en presencia
del estrés oxidativo, con una concentracion subletal de H,O, (aquella que afecta las células
pero que les permite sobrevivir y continuar dividiendose) o con la concentracion mas alta de
este compuesto manejada en experimentos previos (75 mM); los medios de cultivo utilizados
fueron los que se han venido mencionando (MGlu, MCGIlu y MCGlice).

Los datos presentados en la Fig. 10, muestran que la actividad de la G6PDH en la cepa
silvestre, asi como en la mutante betB (Fig. 11C y D) sometidas a estrés oxidativo en los
diferentes medios no varian en forma considerable. Esto es un resultado inesperado e
interesante, pues se ha documentado de manera extensa la participacion de dicha enzima en el
estrés oxidativo en diferentes tipos de células de mamiferos (Scott et al., 1991; Scott et al.,
1993; Pandolfi et al., 1995; Previllé et al., 1999; Salvemini et al., 1999), Candida albicans
(Gonzalez-Parraga et al., 2003; Wang et al., 2006), S. cerevisiae (Izawa et al., 1998; Krems, et
al., 1995; Juhnke et al., 1996), Escherichia coli y Salmonella typhimurium (Greenberg et al.,
1990; Lundberg et al., 1999; Gird et al., 2006), P. fluorescens (Singh et al, 2005; Bériault et
al., 2007; Singh et al., 2007) e incluso en P. aeruginosa se ha reportado que la carencia de este
gen, incrementa modestamente la sensibilidad al paraquat (Ma et al., 1998). Sin embargo, en
este trabajo los datos obtenidos de las actividades enzimaticas y el crecimiento de la mutante
zwf, sugieren que la G6PDH pareciera no ser una enzima esencial en la tolerancia al estrés

oxidativo causado por H,O, in vitro en P. aeruginosa,. Estos resultados son similares a lo
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reportado en Cryptococcus neoformans, pues en esa investigacion encontraron que la mutante

zwf no era sensible al estrés oxidativo provocado con H,O,, que no existian cambios en la

expresion de ARNp, ni diferencias en los niveles de NADPH en comparacion con las células

no estresadas, por lo que proponen un modelo de produccion de NADPH por medio de la 6-

fosfogluconato deshidrogenasa (via de las pentosas fosfato) (Brown et al., 2010). Un

mecanismo similar a este podria estar ocurriendo en P. aeruginosa, en la que posiblemente

otras enzimas relacionadas con la biosintesis de NADPH, por ejemplo la IDH-NADP*, como

se explica mas adelante, o alguna enzima relacionada con el metabolismo del glicerol, proveen

de NADPH a la célula.
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Figura 10. Actividad especifica de
las enzimas productoras de NAPDH
en la cepa silvestre de P. aeruginosa
sometida a estrés oxidativo (H,0O,),
en los medios de cultivo indicados.
Los datos mostrados son el resultado
de tres repeticiones. Las barras de
error indican la desviacion estandar.
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C) Silvestre MCGlu
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En lo que respecta a la enzima BADH, que no se expresa en las células crecidas en

MGlu, presentd la maxima actividad especifica en las crecidas en MCGlice, y un 43.37% de
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ésta en las de MCGlu, en ausencia de H,O; (Fig. 10), lo que indica que el gen betB es inducido
por colina y reprimido catabdlica y parcialmente por la glucosa. Estos datos son consistentes
con un trabajo previo (Velasco-Garcia et al., 2006), en el que se sefiala que la expresion de la
BADH estd sometida a represion catabdlica cuando la glucosa estd presente, aunque esto no
ocurre cuando ademaés del azucar el medio incluye colina. Este fenomeno se debe a que
cuando la colina esta presente se une a Betl, proteina represora del operon betIBA, activando
la expresion de los genes para metabolizar la colina. (Regkenes et al., 1996; Wargo et al.,
2008). La presencia de 2.5 mM de H,0O; en el medio no provoca cambios importantes en la
actividad de la BADH en la cepa silvestre, con respecto a las células control creciendo en los
medios con colina, sin embargo la concentracion maxima utilizada de H,O, (75 mM) parece
reprimir parcialmente la actividad en MCGlu, y totalmente en MCGlice (Fig. 10C y B,
respectivamente). Esta represion total de la BADH causada por 75 mM del compuesto también
se observé en la mutante zwf sometida al estrés en MCGlu (Fig. 11B). Los resultados sugieren,
como Yya se habia mencionado, que al menos en concentraciones de H,O, tan altas como 75
mM, esta enzima no participa en el proceso de tolerancia al estrés oxidativo. Llama la
atencion, sin embargo, que sea en el medio MCGIu en el que la cepa silvestre presenta una
mayor tolerancia hacia el estrés (Figs. 4C y 5) y el Gnico en el que, a pesar de existir 75 mM
de H,0O, (Fig. 10C), se expresan simultaneamente la G6PDH, la BADH y la enzima IDH-
NADP*, de la que se hablara mas adelante. Esta informacion sugiere, que se requiere de la
participacién de estas tres enzimas en conjunto, para una mejor tolerancia hacia el estrés
oxidativo.

Se ha propuesto que la BADH es importante en la tolerancia hacia un estrés osmotico
en las condiciones que suelen presentarse durante el proceso de infeccion (Velasco-Garcia et

al., 2006). El metabolismo del principal componente del surfactante pulmonar, el fosfolipido
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FC, y una de las principales fuentes de carbono utilizadas in vivo por parte de P. aeruginosa

(Son et al., 2007), involucra la participacion de esta enzima. La BADH participa de manera

directa en la sintesis del osmoprotector GB, que ayuda a la bacteria a resistir el estrés osmatico

mencionado (D’Souza-Ault et al., 1992, Landfald y Strgm, 1986) como el que existe en las

vias respiratorias de los pacientes con FQ (Terry et al., 1991). El uso de la FC como fuente de

carbono podria ser el resultado de un proceso evolutivo, consecuencia de las infecciones

cronicas y el microambiente al que se ha visto expuesta la bacteria por afios (Son et al., 2007).
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Figura 11. Actividad especifica de las enzimas productoras de NAPDH en las
cepas mutantes zwf y betB de P. aeruginosa sometida a estrés oxidativo (H,0,), en

los medios de cultivo indicados. Los datos mostrados son el resultado de tres
repeticiones. Las barras de error indican la desviacion estandar.
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Como se ha venido mencionando, existe la idea generalizada de que la G6PDH es la
principal productora de NADPH en varios organismos, incluyendo a P. aeruginosa
(Greenberg et al., 1990; Ma et al., 1998; Lundberg et al., 1999; Gir¢ et al., 2006; Singh et al.,
2007). Sin embargo, recientemente se ha propuesto que otra enzima importante en la sintesis
de esta coenzima seria la IDH-NADP™ (Jo et al., 2001; Lee et al., 2002; Middaug et al., 2005;
Singh et al., 2005; Bériault et al., 2007; Singh et al., 2007) y que por lo tanto, también podria
jugar un papel en la defensa contra el estrés oxidativo. Interesantemente, en comparacion con
la BADH y la G6PDH, en este estudio la IDH-NADP" fue la enzima que presentd mayor
actividad en todas las cepas creciendo en los diferentes medios de cultivo utilizados (Figs. 10
y 11). Estos resultados de una alta actividad de IDH-NADP" en todas las cepas estudiadas,
sugiere que es una enzima que también podria participar en la tolerancia al estrés oxidativo
como se ha mencionado previamente para P. fluorescens (Middaug et al., 2005; Bériault et al.,
2007; Singh et al., 2005; Singh et al., 2007) y algunas células eucariotas (Jo et al., 2001; Lee
et al., 2002).

En contraste a lo encontrado en la cepa silvestre, la aplicacion de 75 mM de H,0O; en
todos los medios utilizados con ambas mutantes redujo sensiblemente la actividad de IDH-
NADP™" (Fig. 11). Un punto que se destaca aqui es la alta actividad que presenta esta enzima
en la mutante zwf, en ausencia del estrés oxidativo, y su aumento en presencia de una baja
concentracion de H,O, (2.5 mM) (Fig. 11A y B), en este Gltimo caso, sugiere cierta
participacion de esta enzima en el estrés oxidativo. Zhao y colaboradores (2004) realizaron un
experimento en E. coli en ausencia de estrés oxidativo, utilizando mutantes carentes del gen
zwf y creciendo las bacterias en un medio minimo con glucosa como Unica fuente de carbono.
Estos investigadores encontraron un incremento de 1.35 veces en la actividad especifica de la

IDH-NADP" de la mutante con respecto a la cepa silvestre, por lo que sugieren que el flujo de
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carbono es dirigido hacia el ciclo de Krebs, en el que la IDH-NADP" es la principal
productora de NADPH. Un fendmeno similar al que ellos proponen explicaria la alta actividad
de la IDH-NADP" en la mutante zwf (Fig. 11A y B).

Se ha estudiado la sensibilidad de las enzimas del ciclo de Krebs al estrés provocado
por el elemento alumino en P. fluorescens (Middaugh et al., 2005) o H,O; en terminales
nerviosas aisladas (Tretter y Adam-Vizi, 2000) y en mitocondrias asiladas de células cardiacas
de rata (Nulton-Persson y Szweda, 2001), y se ha demostrado que la aconitasa, la a-
cetoglutarato deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa son las enzimas mas sensibles. Sin
embargo, existe un reporte en el cual se demostré que la IDH mitocondrial dependiente de
NADP™ de corazon de cerdo, cuando es incubada in vitro por dos horas con 10 mM de H,0,
disminuye 70% su actividad (Lee et al., 2001). Estos reportes resaltan el dafio oxidativo que
podrian provocar las ROS si se acumulan en exceso dentro de la célula, ya que afectarian una

via metabodlica muy importante.

5.4 Linea primaria de defensa contra el estrés oxidativo: las enzimas antioxidantes

Las ROS pueden dafiar el ADN, los lipidos y las proteinas (Storz et al., 1990; Cabiscol
et al., 2000; Lushchak, 2001; Halliwell, 2006) como mecanismo de defensa, las células
eucariotas y procariotas poseen un sistema antioxidante capaz de eliminar las ROS (Halliwell
y Gutteridge, 2007). En varias especies de bacterias, la respuesta al estrés oxidativo esta
regulada directamente por dos proteinas: OxyR y SoxS. Cuando la célula esta expuesta a altos
niveles de dxido nitrico 0 O, se induce la transcripcion del gen soxR, que posteriormente
activa la transcripcion del gen soxS (Storsz et al., 1990; Lushchak, 2001). EI regulon soxRS
incluye una gran cantidad de genes en E. coli, entre los que se encuentran sodA (Mn-SOD),

fumC (Fumarasa redox resistente), ahpC (Subunidad pequefia de la Ahp) y zwf (G6PDH),
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entre otros (Pomposiello et al., 2001a). Sin embargo, en P. aeruginosa se ha identificado un
homoldgo de SoxR pero aparentemente no tiene homdélogo de SoxS. Ademas, SoxR es
activado por el O, como en otras especies, pero parece que su funcion fisiolégica es para
resistencia a antibioticos, pues se ha demostrado en un modelo de infeccion pulmonar en
raton, que es requerido para la virulencia (Palma et al., 2004). Asi, el paradigma de SoxRS
descrito para otras especies de bacterias, no se cumple en P. aeruginosa, por lo que su funcién
en la respuesta al estrés oxidativo ain no esta clara (Palma et al., 2004).

En respuesta a elevadas concentraciones de H,0,, se forma un puente disulfuro entre
los residuos Cys'*® y Cys®® de la proteina OxyR, provocando un cambio conformacional que
activa a OxyR como factor de transcripcion (Zheng et al., 1998), que regula la expresion de
numerosos genes involucrados en la respuesta al estrés oxidativo, tales como oxyS, ahpcF,
katG, dps, gorA y grxA en E. coli (Pomposiello y Demple, 2001b), asi como katB-ankB, ahpB,
ahpC-ahpF en P. aeruginosa (Ochsner et al., 2000). ElI gen grxA codifica para la enzima
glutaredoxina, que a su vez cataliza la reduccion del puente disulfuro de OxyR a expensas del
GSH (Zheng et al., 1998), por lo que OxyR posee mecanismos de autorregulacion durante el
estrés oxidativo (Pomposiello y Demple, 2001b).

Muchos organismos poseen diversas enzimas encargadas de combatir el estrés
oxidativo provocado por el H,O,, entre las que destaca la catalasa. P. aeruginosa posee al
menos tres tipos de catalasas (Stover et al., 2000), KatA, una enzima constitutiva (Stewart et
al., 2000), KatB, que es inducida por H,O, (Brown et al., 1995) y KatC, de la cual no se
conoce bien su funcion (Elkins et al., 1999). Estas enzimas son importantes para la
supervivencia a la toxicidad causada por altas concentraciones de H,O, pues se ha demostrado
gue mutantes del gen katA expuestas a una alta dosis de H,O, (50 y 75 mM) muestran una

severa disminucion en la viabilidad con respecto a la cepa silvestre (Hassett et al., 1999),
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mientras que aquellas que carecen del gen katB solo son ligeramente mas sensibles (Elkins et
al., 1999). Sin embargo, se ha postulado que KatB es la principal enzima en la linea de
defensa contra el estrés oxidativo exdgeno, como el que se presenta en pacientes con FQ
(Brown et al., 1995). Otra enzima importante en la detoxificacion de H,O, es la Ahp
dependiente de NAD(P)H que cataliza la conversion de peroxidos organicos a sus respectivos
alcoholes (Jacobson et al., 1989), pero que también puede utilizar H,O,, en concentraciones
bajas (Niimura et al., 1995; Seaver e Imlay, 2001). En estudios del transcriptoma de P.
aeruginosa bajo estres oxidativo, se ha encontrado un incremento en los niveles de los ARNm
transcritos desde los genes ahpA, ahpB, ahpCF y ohr (Palma et al., 2004; Salunke et al.,
2005), que codifican para las cuatro Ahp que posee la bacteria (Ochsner et al., 2000). Ademas,
un estudio reciente indica que las mutantes carentes del gen ahpCF presentan alta sensibilidad
al H,0, en biofilms (Panmanee y Hassett, 2009).

Los resultados presentados en las graficas de crecimiento de la cepa silvestre de P.
aeruginosa creciendo bajo diferentes concentraciones de H,O, (Fig. 4) reflejan indirectamente
la participacion de estas enzimas (las catalasas y las Ahp), pues su actividad catalitica ayuda a
la bacteria a detoxificar el H,O, y de esta forma, la bacteria puede recuperarse del estrés al que
estuvo expuesta. Sin embargo, en el caso de las mutantes zwf y betB (Fig. 7), la ausencia de las
enzimas afecta la produccion de NADPH y por lo tanto al crecimiento, esta alteracion en los
niveles de la coenzima reductora podria llevar a un incremento en el GSSG, por falta de
reduccién del mismo (Halliwell y Gutteridge, 2007) o a una inactivacién de la catalasa por el
H,0, (compuesto 1l) (Kirkman y Gaetani, 1984; Hillar et al., 1994). Sin embargo, hacen falta
estudios adicionales para probar la relacion entre las enzimas detoxificantes y las productoras
de NADPH. Otra posibilidad a considerar es que, a pesar de que se demostré que en los

medios de cultivo utilizados, en ausencia de bacterias, no se encontré un cambio considerable
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en la concentracion de H,O, (Fig. 6), desconocemos si la presencia de diferentes fuentes de
carbono podria llevar a una mayor expresion de las enzimas detoxificantes y, de esta forma
ayudar en la tolerancia al estrés oxidativo, como se observa en MCGlu (Fig. 4C), que fue el
medio en el que mayor tolerancia se presento en la cepa silvestre.

Durante la realizacion de este trabajo hubo ocasiones en las que el estrés con H,O, se
indujo, por error, tardiamente, cuando algunos de los cultivos se encontraban en una etapa
posterior del crecimiento (AbSgoonm: 0.6 — 0.7 unidades de absorbancia). Los resultados
obtenidos en esos experimentos (no presentados) mostraron que las bacterias presentaban
mayor tolerancia que aquellas en las que el estrés se indujo cuando tenian 0.5 unidades de
absorbancia; esto puede ser explicado en parte por el fendbmeno dependiente de la densidad
celular conocido como quorum sensing, que se sabe controla la expresion génica de diversos
procesos involucrados en la bioluminiscencia, la virulencia, la formacion de biofilms, la
nodulacion, la motilidad (Fuqua et al., 2001; Williams et al., 2007) e incluso en el estrés
oxidativo. Se ha demostrado que en P. aeruginosa el quorum sensing modula diversos genes,
entre los que se encuentran katA, sodA y sodB (Hassett et al., 1999). Estas observaciones
indican que una tolerancia Optima al estrés oxidativo no puede ser solamente atribuida al
efecto combinado de las catalasas y las Ahp, sino que existe todo un circuito regulatorio de

mayor complejidad implicado en este proceso.

5.5 Cuantificacion de las coenzimas NADPH y NADP”*

Determinar los niveles de NADPH/NADP™ es de gran interés, especialmente cuando en
esta investigacion se estd poniendo a prueba la hipotesis de si el NADPH es un factor
importante para la tolerancia de P. aeruginosa al estrés oxidativo. En este trabajo se

cuantificaron los niveles de estas coenzimas mediante dos métodos: ciclamiento enzimatico y
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HPLC. En ambos casos se utilizaron extracciones con HCI o NaOH, pues la literatura
menciona que a un pH 2, el NADH y el NADPH son destruidos en un 99.9%. Mientras que a
un pH 12, se destruye el 99.9% del NAD" y el NADP" (Lowry, 1980).

El ciclamiento enzimatico es un método que permite detectar ciertas moléculas, como
por ejemplo el ATP, el NADH y el NADPH, entre otras, en niveles tan bajos como 10°-10"
moles. Para ello, el sistema amplifica las concentraciones basales de estos compuestos
utilizando, en el caso especifico de la determinacion de las coenzimas mencionadas, un
sistema oxido-reductor que involucra una o dos enzimas y ciertos indicadores redox (Lowry,
1980), como se ilustra en la Fig. 12. Posteriormente, la cuantificacion del amplificado de
interés se realiza midiendo espectrofotométrica o fluorimétricamente la formacién del

producto de la reaccion.

A
Glutamato NADP* Glucosa-6-fosfato
[ GDH J | G6PDH
NH,*- a - cetoglutarato NADPH 6-fosfogluconato
B
Glucosa-6-fosfato NADP* PMS DCPI
red.
G6PDH
6-fosfogluconato NADPH PMS Leuco DCPI

Figura 12. Dos sistemas de ciclamiento enzimatico utilizados para amplificar los niveles
de NADP" y NADPH. A) En este ejemplo, el ciclamiento se realiza mediante el uso de dos
enzimas, GDH y G6PDH, que permiten la oxidacion y reduccion alternada del NADPH. B) Se
utiliza una sola enzima, G6PDH, que permite la formacion del NADPH que dona electrones a
los indicadores redox (PMS y DCPI). GDH: glutamato deshidrogenasa; G6PDH: glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa; PMS: fenazina metasulfato; PMS red.: fenazina metasulfato reducida;
DCPI: diclorofenolindofenol.
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En este trabajo, el ciclamiento enzimatico se llevo a cabo mediante el uso del kit
EnzyChrom NADP'/NADPH Assay Kit, de Bioassay Systems, que utiliza, como en el
ejemplo de la Fig. 12B, a la enzima G6PDH y al PMS, pero que sustituye al DCPI con el azul
de tiazolil o metil tiazolil tetrazolio (MTT), para tener como producto final reducido al azul de
formazan (Nisselbaum y Greeen, 1969). En este ensayo la velocidad de reduccion del MTT es
proporcional a la concentracion de la coenzima, y la formacion del azul del formazan puede
seguirse a una longitud de onda de 565 nm.

Primero se hizo una curva estandar con las concentraciones de NADP" que se muestran
en la Fig. 13, que seria usada para la cuantificacion de nucle6tidos de piridina en las muestras.
Las instrucciones del Kit indican que se debe medir la absorbancia (565 nm) a los 0 y 30
minutos Yy, la linealidad deberia mantenerse constante a lo largo de este tiempo. Asi, se
procedio a realizar las respectivas mediciones de las muestras obtenidas de células de la cepa
silvestre, utilizando en una de las muestras, un control interno de NADP™ (5 uM); esto Gltimo
se hizo con el fin de comprobar si se recuperaba la cantidad de coenzima agregada. Los
resultados de la Tabla 7, muestran que tanto en la muestra de NADP* como en la de NADPH,
se detectaron bajos niveles de estas coenzimas. Ademas, en la muestra a la que se le agrego el
control interno, tampoco se recuperé el NADP™ afiadido al inicio de la extraccion. Debido a
este inconveniente, en lugar de hacer Unicamente dos lecturas (0 y 30 min) para cada una de
las concentraciones de NADP™ de la curva patron, para las dos muestras y para el control
interno mencionado, se decidié medir la velocidad inicial de la reaccion de la enzima G6PDH
en cada una de ellas. Los resultados obtenidos para cada concentracion de NADP™ de la curva
patrén, fue una linea recta a lo largo de los 30 min que se sigui6 la reaccién (datos no
mostrados), lo que se muestra en las indicaciones del kit EnzyChrom son correctas; no

obstante, cuando se intentd obtener la velocidad inicial de la G6PDH del kit en las muestras
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resultd infructuoso, ya que desde los primeros segundos las tres curvas de progreso
presentaron una inflexién pronunciada (datos no mostrados). Estos resultados sugieren la
presencia de un inhibidor de la G6PDH en los extractos de P. aeruginosa, debido a que la

extraccion de las coenzimas no es tan especifica.

r’= 99722

Abs gg50m

0 2 4 6 8 10
NADP* (uM)

Figura 13. Curva patrén de NADP" para la cuantificacion de nucleétidos de piridina.

Tabla 7. Cuantificacion de coenzimas extraidas con &acido para la forma oxidada o base
para la forma reducida. NOtese que en la muestra enriquecida, no se recuperan la cantidad de
NADP" agregado.

Tipo de extraccién Concentracion calculada de NADP™ o NADPH (uM)
HCI (NADP®) 1.64
HCI (NADP*) + 5uM de NADP" 2.33
NaOH (NADPH) 0.96

Como los ensayos con ciclamiento enziméatico no permitieron la cuantificacion de las
coenzimas, se decidid utilizar la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus
siglas en inglés), otro de los métodos utilizados para la cuantificacion de NADP* y NADPH y
que posee un intervalo de sensibilidad de 10 a 10™* g/mL (Brinkman, 1987). Como primer

paso, se inyectaron, por separado, los estandares de NADP*, NADPH, NAD"y NADH, a una
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concentracion de 100uM cada uno, para obtener sus tiempos de retencion (cromatograma
punteado en las Figs. 14-17). La ausencia de picos en el cromatograma de la muestra (Fig.
14A), correspondientes a las coenzimas NADP* y NAD", podria ser resultado de: a) que los
niveles de estas moléculas sean tan bajos que no pueden ser detectadas a traves de este
método, o b) que el método utilizado para su extraccion no sea el adecuado para obtenerlas
desde las células. Con la finalidad de conocer si las concentraciones micromolares de estas
moléculas podrian detectarse a través de este método en la misma muestra antes utilizada, se
decidié enriquecerla agregandole, por separado y justo antes de inyectarla en el aparato de
HPLC, las coenzimas NADP* 100um, NADPH 100 uM, NAD" 50 pM y NADH 50 pM.
Como se observa en la Fig. 14B, si es factible detectar en el extracto de la cepa silvestre los
picos de absorcion correspondientes a cada una de las coenzimas agregadas, aunque los
tiempos de retencion estan ligeramente desplazados a la izquierda.

Los resultados anteriores sugieren que la deteccion de las coenzimas mediante el uso
del HPLC es apropiado, sin embargo, no se podria descartar el que durante la extraccién se
pierdan las coenzimas intracelulares, posiblemente por compuestos o enzimas que pueden
quelarlas o degradarlas, respectivamente. Para probar esto, antes de iniciar la extraccion acida
desde células de la cepa silvestre, se les afiadid, por separado NADP® y NAD®, a una

concentracion de 200 y 100 uM, respectivamente.
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Figura 14. Cromatograma de la extraccion acida de la cepa silvestre y (A) la extraccion
acida enriquecida con NADP* 100um, NADPH 100 pM, NAD"* 50 pM y NADH 50 uM
(B). Notese que en B, los tiempos de retencidn son similares a los de los estdndares de las
coenzimas oxidadas y reducidas.

Los resultados obtenidos, después de esta extraccion acida y de intentar separar las
coenzimas a traves de HPLC, se muestran en la Fig. 15, que en ninguno de los casos hay picos

de absorcién a los 6.7 min para el NADP* (Fig. 15A) 6 12.8 min para el NAD" (Fig. 15B),
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como ya se habia determinado en los estandares de las coenzimas. Esta informacién indica
que, aparentemente en la extraccion acida no se extraen las coenzimas NADP® y NAD",

aunque desconocemos la causa.
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Figura 15. Cromatograma de la extraccion acida con un control interno de NADP* 200
UM (A) o NAD* 100 uM (B).
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Como ya se habia mencionado, durante la extraccion basica se destruye el 99.9% de las
formas oxidadas de las coenzimas, quedando las formas reducidas. En la Fig.16 se muestra un
cromatograma de la extraccién con NaOH de la cepa silvestre, sin embargo no se observaron
los picos de absorcion para el NADPH ni para el NADH. Entonces, se verifico el método de la
misma manera que se hizo con la extraccion acida, enriqueciendo una muestra con NADPH
200 uM o NADH 100 pM. Se encontroé que en ambas muestras, se recuperaban los niveles de
coenzima agregada, ya fuera NADPH o NADH (Fig. 17). Por lo que, de acuerdo a los
resultados obtenidos en las Figs. 15 y 17, se puede concluir que el método de extraccion
empleado es adecuado para la extraccion de las coenzimas reducidas (NADPH y NADH), pero

no para las oxidadas (NADP"y NAD").
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Figura 16. Cromatograma de la extraccion basica de la cepa silvestre. Los picos de
absorcion de la muestra no coinciden con los del NADPH o el NADH.
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6.- Conclusiones

El objetivo principal de este trabajo fue determinar la participacion de las enzimas
BADH y G6PDH en la tolerancia de P. aeruginosa hacia el estrés oxidativo provocado por
H.0,. La hipotesis propuesta consideraba, 1) los mdltiples antecedentes que mencionan a
G6PDH como la principal productora del NADPH que utiliza el sistema enzimatico de la
bacteria encargado de combatir directamente el estrés oxidativo; 2) las similitudes entre la
BADH y la G6PDH, en cuanto a caracteristicas cinéticas, su alta eficiencia catalitica y su
elevada capacidad productora de NADPH; y 3) la participacion diferencial de estas enzimas en
el metabolismo de P. aeruginosa, dependiente de la fuente de carbono presente en el medio de
cultivo.

Los resultados de los experimentos en los que se aplico el estrés oxidativo a la cepa
silvestre creciendo en medios de cultivo que ayudan a discriminar la participacion de las
enzimas mencionadas, y en los que también se utilizaron mutantes carentes de éstas, nos

permiten sefalar lo siguiente:

e La BADH es una enzima que dificilmente podria participar como la principal
proveedora del poder reductor que se requiere para la tolerancia, pues de las
estudiadas, ésta fue la Unica que disminuy6 considerablemente en su actividad durante

un estres severo (75 mM de H,0,).

e De manera distinta, la actividad de G6PDH no se afectd por el estrés aplicado, pero
tampoco present6 un incremento como el que se reporta en la literatura para diferentes

bacterias, incluyendo a P. aeruginosa.
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La participacion conjunta de G6PDH y BADH pareciera necesaria para brindar a la
bacteria una mayor tolerancia hacia el estrés oxidativo, como se observo al crecer la

cepa silvestre en un medio con colina y glucosa (MCGlu).

La IDH-NADP" es otra enzima productora de NADPH, constitutiva, que posiblemente
también contribuya en la tolerancia de P. aeruginosa hacia el estrés oxidativo. Esto,
basado en lo siguiente: 1) que la bacteria despliega, en todos los medios de
crecimiento, una actividad especifica de IDH-NADP" superior a la que mostraron
juntas la BADH y la G6PDH; 2) que la actividad de esta enzima en la cepa silvestre no
se modifica con el estrés aplicado, y 3), que la mutante carente de G6PDH exhibe una
alta actividad de IDH-NADP™; posiblemente como un mecanismo en el que se intenta

suplir la ausencia de la primera.

Ademas del metabolismo de la glucosa y de la colina, el del glicerol también pareceria
contribuir en la tolerancia mencionada. Los experimentos en donde la mutante carente
de BADH se crecié en colina y glicerol (MCGlice), y en el que fue tan tolerante al

estrés como la cepa silvestre, apoyan esta idea.

Considerando todos estos puntos, podemos concluir que la tolerancia de P. aeruginosa

hacia el estrés oxidativo pareceria ser una respuesta multifactorial, en la que no Gnicamente
estarian involucradas enzimas que combaten directamente a las ROS, como la SOD, la
catalasa y la GPrx, sino también aquellas altamente productoras de NADPH, como las aqui
estudiadas, y cuya participacién, y por ende de la via metabdlica en la que actian, dependeria

de la fuente de carbono presente en el medio que crece la bacteria. Esta division de la
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actividad de sintesis del poder reductor entre enzimas de diferentes vias metabdlicas parece
relacionarse con la amplia plasticidad metabdlica que caracteriza a P. aeruginosa, y que le
confiere una alta capacidad invasora y adaptativa para conquistar diversos ambientes, por lo

que es considerada un patogeno cosmopolita, de dificil erradicacion en el humano.
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7.- Perspectivas
Con la finalidad de dar continuidad a esta investigacion, se enlistan algunos aspectos que

en el futuro tendrian que considerarse.

e Medir la concentracion de H,O, en el medio extracelular, en presencia de bacterias,
para conocer cual es la verdadera concentracion a la que estan expuestas las células a
lo largo del experimento.

e Medir la actividad o expresion de las enzimas que inactivan directamente H,O,, en los
diferentes medios en que se crece la bacteria, para conocer si alguna de las fuentes de
carbono lleva a una mayor participacion de estas enzimas, durante el estrés oxidativo.

e Obtener mutantes desprovistas de las enzimas que inactivan el H,O, por mecanismos
gue no requieren poder reductor (p. ej. catalasas), con la finalidad de conocer el grado
de participacion que tienen éstas y las que si utilizan dicho poder.

e Determinar en estas mutantes el grado de tolerancia hacia el estrés provocado con
H.0,, creciéndolas en presencia de diferentes fuentes de carbono.

e Investigar la participacion que podrian tener las NADP*-deshidrogenasas del
metabolismo del glicerol (p. ej. G3PDH o la GAPDH), en la tolerancia de la bacteria
hacia el estrés oxidativo.

e Realizar experimentos con la mutante betB, con el objetivo de conocer si el
osmoprotector GB evita la lisis celular observada en este trabajo.

e Investigar y estandarizar métodos alternos que nos permitan cuantificar las coenzimas
NADP*, NAD", NADPH y NADH, en P. aeruginosa sometida a los diferentes

tratamientos utilizados en este trabajo.
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