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incubacién a pH 3 y una retencidén superior del 60 % post incubacién con sales biliares y pancreatina. En la
viabilidad a condiciones de pH acido (pH3) se ha visto una mayor tolerancia en células decoradas con la
proteina GFP-CTSIpA (1x107 UFC/ml) respecto de células decapadas (1.5x 10° UFC/ml).

Conclusiones: Estos resultados demuestran que L. acidophilus es un buen candidato para exponer en
superficie proteinas o epitopes antigénicos a través del dominio CT de SlIpA, demostrando ademas una
estabilidad de la proteina expuesta cuando el microorganismo es sometido a condiciones de estrés propias del
ambiente gastrointestinal.
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0221 - EFECTO INHIBITORIO DE LOS ACIDOS GRASOS INSATURADOS DE CADENA
LARGA SOBRE LA CAPACIDAD DE VIRULENCIA DE SALMONELLA ENTERICA ACTUANDO
COMO LIGANDOS DE SENALIZACION DE PHOQ
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Introduccion y Objetivos: Sa/monella enterica es el causal mas frecuente de infecciones zoondticas y
transmitidas por alimentos, causan en la poblacion humana un registro estimado de 20 millones de casos
sistémicos y 200.000 muertes anuales en el mundo. Nuestro conocimiento acerca del sistema de dos
componentes PhoP/PhoQ de S. enterica, y su relevancia en la capacidad patogénica bacteriana, nos permitio
proponer al sistema de transduccién de sefiales PhoP/PhoQ como un blanco clave para la identificacion de
compuestos con potencial farmacoldgico, que bloqueen la capacidad infectiva del patégeno. En base a esa
propuesta y a partir de una estrategia de rastreo bioguiado de una biblioteca de compuestos de origen vegetal,
determinamos que los acidos grasos insaturados de cadena larga de configuracion cis (cis-LCUFAs) constituyen
una sefial que modula la actividad del sistema PhoP/PhoQ. Mas aun, determinamos que estos compuestos
ejercen su efecto inhibiendo la actividad autoquinasa del sensor de membrana interna PhoQ vy, en
consecuencia, regulan negativamente la expresion de los genes del regulon PhoP. En base a estos resultados,
nos planteamos como objetivo determinar el mecanismo de accién por el cual los LCUFAs inhiben la actividad
autoquinasa de la histidina-quinasa PhoQ.

Materiales y Métodos: Se realizaron medidas de actividad B-galactosidasa utilizando fusiones del gen lacZ a
promotores de genes regulados por PhoP y ensayos de actividad de autofosforilacion (actividad autoquinasa) de
PhoQ, en presencia de acido linoleico (cis-LA) y sus isdmero geométrico (trans-LA y CLA). Para determinar si
los LCUFAs interaccionan especificamente con el dominio sensor de PhoQ, se llevaron a cabo ensayos de
Thermal Shift y NMR-HSQC con el dominio periplasmico de PhoQ purificado, PhoQp, en presencia de cis-LA y
sus isdmeros geométricos. Por otro lado, utilizando un modelo murino, previamente tratados con
estreptomicina, analizamos el efecto del consumo LCUFAs en el desarrollo de la enterocolitis por S. enterica.

Resultados: En este trabajo establecimos que el agregado de trans-LA o CLA al medio de crecimiento
provocan un efecto inhibitorio sobre el regulén PhoP al igual que lo previamente reportado para cis-LA. Ademas,
los resultados obtenidos mediante técnica de Thermal Shift y NMR-HSQC, nos permiten postular que los LCUFAs
modulan conformacionalmente el dominio sensor de PhoQ, y de esta manera inhiben su actividad autoquinasa,
afectando negativamente la expresion de los genes PhoP-regulados. Finalmente, los resultados obtenidos en el
modelo en ratones sugieren que los LCUFAs inhiben la expresion de los genes del reguldn PhoP durante la etapa
de infeccidn intestinal.

Conclusiones: En suma, estos resultados nos permiten dilucidar el mecanismo de accién de los LCUFAs y su
relevancia en el proceso de colonizacion de Salmonella dentro del hospedador.
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0647 - BUSQUEDA DE DETERMINANTES DE RECONOCIMIENTO ENTRE HISTIDINA
QUINASAS Y REGULADORES DE RESPUESTA HOMOLOGOS DE BACTERIAS GRAM
POSITIVAS.
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Introduccion y Objetivos: Los sistemas de dos componentes (SDC) son vias de transduccion de sefiales
ampliamente distribuidos en bacterias. Estan conformados por una histidina quinasa sensora (HQ) que cumple
la funcion de percibir una sefial externa y transmitirla al interior celular, y un regulador de respuesta (RR). La
via Des de Bacillus subtilis es un sistema de adaptacion a bajas temperaturas, ampliamente estudiado en
nuestro laboratorio, compuesta por la HQ DesK y el RR DesR. DeskK percibe por medio sus segmentos
transmembrana el descenso de la temperatura de crecimiento por debajo de los 25°C y se autofosforila.
Posteriormente transfiere el fosfato a DesR y éste entonces se une al promotor Pdes, induciendo la
transcripcion del gen que codifica para una delta5-desaturasa. Hemos identificado en B. subtilis un SDC
homodlogo a DesK-DesR formado por la HQ YVfT y el RR YvfU. Este sistema regula la transcripcién de dos genes,
ubicados corriente arriba del mismo, que codifican para un putativo transportador ABC. Esta organizacion
cromosomal se encuentra conservada en Firmicutes, incluyendo numerosas especies patogenas. La
transcripcion de estos genes también depende de temperatura y su region promotora estd altamente
conservada, conteniendo secuencias similares a las cajas de unidon a DesR identificadas en Pdes. En estudios
anteriores hemos determinado que las quinasas BA5598 de Bacillus anthracis y SA1313 de Saphylococcus
aureus son capaces de reconocer a DesR in vivo, mientras que YVfT no lo reconoce. El objetivo de este trabajo
consistié en probar in vitro la capacidad de autofosforilacion de las HQs y de fosfotransferencia a su propio RR o
cruzada con DesR. Ademas, nos planteamos identificar los aminoacidos involucrados en la interaccién entre
quinasas y reguladores.

Resultados: Para este fin purificamos los dominios citoplasmaticos de las HQ y RR fusionados a colas de
histidina, mediante cromatografia de afinidad. Mediante la reacciéon con ATP[32P] y separacién en SDS-PAGE
pudimos demostrar la autofosforilacion de las HQ BA5598, SA1313 e YVfT y la posterior fosfotransferencia a los
RR BA5597, SA1314 e YvfU respectivamente. Ademas, demostramos que las HQ que provienen de otras
especies presentan fosforilacion cruzada con DesR mientras que YVfT, que se encuentra en la misma especie,
no lo fosforila. Mediante modelados moleculares generados a partir de las estructuras cristalograficas de DesKC
y DesR realizamos una comparacion de las interacciones entre HQ ortdlogas y DesR, logrando identificar
residuos aminoacidicos esenciales para esta interaccion.

Conclusiones: Los SDC constituyen el grupo de genes paralogos mas grande en bacterias. Han evolucionado
para evitar la comunicacién indeseada entre ellos y, por el contrario, les permiten a los microorganismos
diversificar las sefiales percibidas utilizando una via de transduccion altamente conservada. En este trabajo
comenzamos a elucidar cuales serian los factores que determinan la especificidad en los SDC homdlogos a
DesK-DesR.
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Introduccién y Objetivos: Los polihidroxialcanoatos son polimeros biodegradables sintetizados por algunas
bacterias como reserva de carbono y energia. El mas conocido de estos biopolimeros, y el mas frecuentemente
encontrado en la naturaleza, es el polihidroxibutirato (PHB). EI PHB es un compuesto biocompatible y no
inmunogénico, por lo que resulta apropiado para usos en medicina. En este trabajo nos propusimos desarrollar
nanoparticulas de PHB (nanoPHB) para la liberacién de drogas antivirales. Hemos logrado poner a punto las
condiciones para la obtencion de nanoPHB con dimensiones definidas y reproducibles mediante la técnica de
emulsificacion. El objetivo de esta etapa del trabajo fue completar la caracterizacion del sistema y lograr la
encapsulacion de drogas.

Materiales y Métodos: Para la preparacién de nanoPHB cargadas con compuestos hidrofdbicos, se los disolvid
junto con el PHB en el solvente organico y luego se procedioé con la emulsificacion promovida por aplicacion de
ultrasonidos de alta intensidad. El tamafio de las nanoparticulas se determind por dispersion dinamica de luz
(DLS). La concentracion de PHB y de los compuestos encapsulados se determind mediante GC. La
caracterizacion estructural de las nanoPHB se realizé mediante dos técnicas de microscopia. Por un lado, se tifid
la suspension de nanoparticulas en agua con 2% de acido fosfotungstico, y se la visualizd utilizando un
Microscopio Electréonico de Transmision (TEM). Por otro lado, se utilizé un Microscopio Electrénico de Barrido
(SEM). Para estudiar la internalizacion de nanoPHB en células eucariotas, se prepararon nanoparticulas
cargadas con el fluoréforo FITC y se las incubd durante 1 hora con dos lineas celulares: Vero y THP-1. Luego de
lavados con tripsina, se analizaron las células por citometria de flujo.

Resultados: Al visualizar las nanoparticulas mediante las técnicas de SEM y TEM, se observaron tamafos
similares a los obtenidos mediante DLS. Adicionalmente, se realizaron mediciones de DLS de una suspension de
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