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La via de utilizacion de acido lipoico
en Staphylococcus aureus es un blanco
prometedor para el desarrollo de
antimicrobianos

ALBERTINA SCATTOLINI

Introduccion

El 4cido lipoico (AL) es un compuesto organosulfurado
distribuido ampliamente en la naturaleza. Es requerido
para el funcionamiento de seis complejos multienzimdticos
involucrados en el metabolismo oxidativo (piruvato deshi-
drogenasa, PDH; 2-oxoglutarato deshidrogenasa, ODH; des-
hidrogenasa de cetodcidos ramificados, BKDH, oxoadipato
deshidrogenasa y acetoina deshidrogenasa) y de un carbono
(sistema de clivaje de la glicina, GCS). El AL se encuentra
unido covalentemente mediante un enlace amida a residuos
de lisina presentes en dominios de lipoilacién (DL) con-
servados de las subunidades E2 o la subunidad H del GCS
(GevH).

El conocimiento de las vias de sintesis y utilizacién de AL
ha progresado rdpidamente en los tltimos afios mayormente
debido a estudios genéticos, fisiolégicos y bioquimicos reali-
zados en Escherichia coli. En esta bacteria modelo Gram
negativa los residuos lipoilo que modifican las apoproteinas
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pueden ser de origen exdgeno o enddégeno. En la via exé-
gena el AL ingresa a la célula por difusién y es ligado a los
dominios lipoilables de las apoproteinas por la accién de LplA
(lipoato ligasa). La via endégena de biosintesis de AL consiste
en la transferencia de octanoato desde el octanoil-ACP, un
intermediario de la sintesis de dcidos grasos, a los dominios
lipolables de las apoproteinas catalizada por LipB (octa-
noil-ACP tranferasa) seguida por la insercién de dtomos de
azufre en C-6 y C 8 catalizada por LipA (lipoato sintasa), para
dar lipoato (Cronan, 2016).

Mediante estrategias genéticas y bioquimicas, en nues-
tro laboratorio se ha dilucidado el mecanismo de lipoila-
cién de proteinas en Bacillus subtilis, la bacteria modelo
Gram positiva, y de esta manera se ha postulado el primer
modelo para la biosintesis de este compuesto en este grupo
de bacterias (Figura 1). En la via endégena, el octanoato
sintetizado en el interior celular es transferido desde ACP
a la proteina GevH (subunidad H del GCS) mediante
la accién de LipM, una octanoil-ACP:proteina-N octa-
noiltransferasa (Martin et 2/, 2011). Posteriormente, la
GevH:E2 amidotransferasa, LipL, cataliza la transferencia
desde GevH a las subunidades E2 de los complejos deshi-
drogenasa (Christensen ez al., 2011). Los dominios octa-
noilados son sustrato de la lipoato sintasa, LipA, que cata-
liza la incorporacién de los dtomos de azufre en la cadena
hidrocarbonada del octanoilo (Martin e a/., 2009). LipA
puede utilizar tanto octanoil GevH como octanoil-ODH
como sustrato (Rasetto et 4l., 2019).
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Biosintesis de
acidos grasos

Octanoiltransferasa

LipA | Shiasa
LipL

s - Amidotransferasa j T

l Lp,l/ Lipoato

FIGURA 1. Modelo actual de la biosintesis y utilizacion de AL en B. subtilis.
Flechas azules: biosintesis de AL. Flechas rojas: captacion de acido lipoico.
Flechas negras: pasos comunes entre las vias endégena y exégena.

El lipoato proveniente de la via exdgena es transferido a
los dominios lipoilables de GevH y E2-ODH en una reac-
cién de dos pasos dependiente de ATP, catalizada por una
lipoato ligasa, Lpl]. LipL estd involucrada en la transferen-
cia de la porcién lipoilo al resto de las subunidades E2, por
lo que se trata de una via de lipoilacién del tipo “lipoyl-
relay” (Christensen ez al., 2011; Rasetto ez al., 2019).

En bacterias, las vias de biosintesis de AL y de lipoilacién
proteica han tomado considerable importancia debido a su
relacién con la patogénesis. Por ejemplo, en Listeria mono-
cytogenes, una cepa mutante que carece de actividad LplA, es
deficiente en su habilidad de crecer en el citosol de las células
hospedadoras y es menos virulenta en animales debido a que
depende del AL derivado de los mismos (O’Riordan ez al.,
2003). Por otra parte, ha sido reportado que cepas multire-
sistentes de Mycobacterium tuberculosis tienen aumentada la
expresion de LipB, como un mecanismo de proteccién y
evasion de los sistemas de defensa del hospedador, por lo
cual la lipoilacién de proteinas se constituye en un promete-
dor blanco para nuevas terapias antimicrobianas (Rachman
et al., 2006; Ma et al., 20006).
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Staphylococcus aureus presenta vias metabdlicas de lipoi-
lacién proteica similares a las descriptas para B. subtilis
(Zorzoli ez al., 2016). Sin embargo, S. aureus posee dos enzi-
mas involucradas en la captacién de AL, LplAl y LplA2.
Unicamente LplA1 es esencial para la captacién de AL in
vitro, pero se necesita de la presencia de ambas para pro-
mover la infeccién renal producida por S. aureus en ratones
(Zorzoli ez al., 2016). Se observé, ademds, que S. aureus
sintetiza una GevH adicional, GevH-L, que se encuentra
en el mismo operdén que LplA2 (Rack ez a/., 2015). La habi-
lidad de producir dos lipoato ligasas y dos proteinas H es
una caracteristica unica de S. aureus, que no se encuentra
en otras bacterias Gram positivas. Se demostré ademds que
la presencia de la subunidad E2-PDH lipoilada de S. aureus
funciona como un inmunosupresor y bloquea la activa-
cién de macréfagos (Grayczyk ez al., 2017). La sintesis de
lipoil-proteinas suprime la respuesta de los macréfagos
durante la infeccién y promueve la virulencia.

La aparicién de bacterias Gram positivas resistentes a
multiples antibidticos se estd convirtiendo en un problema
critico en los centros de salud publicos, demandando de
forma urgente el desarrollo de drogas contra nuevos blancos
bacterianos.

Resultados

Las infecciones producidas principalmente por S. aureus
resistente a la meticilina y por otras bacterias Gram positivas
son un problema mundial. La creciente aparicion de cepas
resistentes a multiples firmacos requiere urgentemente
enfoques terapéuticos novedosos. Postulamos a la lipoila-
cién proteica como un buen blanco para el desarrollo de
nuevos antimicrobianos. Nuestros colaboradores disefiaron
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diferentes compuestos por docking molecular utilizando las
estructuras de las proteinas involucradas en la via de sintesis
y captacién de AL. Los compuestos lpl-004, 1pl-008, 1pl-013
y Ipl-023 fueron disenados contra la lipoato ligasa LplA2 de
S. aureus mientras que el compuesto AM-F342 es un and-
logo de sustrato de LipL.

Para evaluar el efecto de estos compuestos generados
por sintesis quimica, se realizé un anilisis de viabilidad
bacteriana en medio minimo RPMI. Los compuestos Ipl-
004, Ipl 008 y Ipl-023 presentaron actividad inhibitoria en
el crecimiento de la cepa salvaje de S. aureus, mientras que
Ipl-013 y AM-F342 no inhibieron el crecimiento. Sorpren-
dentemente, ninguno de los compuestos presenté actividad
contra B. subtilis (Figura 2). Seleccionamos entonces los
compuestos lpl-004, 1pl-008 y Ipl-023 para continuar reali-
zando ensayos y asi poder dilucidar el blanco y mecanismo
de accién de los mismos. En las imdgenes se muestran los
experimentos realizados para Ipl-004 a modo de ejemplo,
ya que los demds compuestos producen efectos similares.

5. aureus USA300 B. subtilis 1H642
1.0 g5
0.8+
- ,__‘ 2
E 0.6+ E
-%-' 0.4 g;.
o o 14
o L = 81
0.2
0.0~ 0=
Lpl-004 (ug/ml) 0 6.25 125 25 50 100 Lpl-004 (ug/ml) 0 50 100

FIGURA 2. Efecto de Lpl-004 en el crecimiento de S. aureus y B. subtilis.

Las cepas de S. aureus USA300 y B. subtilis JH642 fueron inoculadas en los medios
RPMIy SPI, respectivamente, con diferentes concentraciones del compuesto Ipl-004.
Los cultivos fueron incubados por 12 h a 37°C. Cada barra representa

la media + SD de tres experimentos independientes.
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Se observé que la inhibicién producida por los compues-
tos podia ser restaurada mediante el agregado de los precur-
sores de los dcidos grasos de cadena ramificada (BCFAP) y
acetato, los productos de las enzimas dependientes de AL al
utilizar 50 y 100 pg/ml (Figura 3) pero decidimos utilizar
menores concentraciones de los compuestos para realizar
los experimentos debido a que estos resultados en algunas
ocasiones no fueron reproducibles.

1.54
1.0

B Sin agregados
Acetato y BCFAP

0D (600 nm)

0.0-
Lpl-004 (ug/ml) O 50 100

FIGURA 3. El efecto del inhibidor puede ser contrarrestado por la adicién de
los productos de los complejos dependientes de AL. Crecimiento de S. aureus
USA 300 en RPMI en presencia de diferentes concentraciones de Ipl-004,
cony sin el agregado de los productos de las enzimas lipoiladas. BCFAP,
precursores de los dcidos grasos de cadena ramificada. Cada barra
representa la media + SD de tres experimentos independientes.

Para dilucidar el efecto o blanco de accién de estos com-
puestos utilizamos diferentes cepas de S. aureus mutantes
en las enzimas involucradas en las vias de sintesis y capta-
cién del AL. Mediante el crecimiento de las cepas mutantes
AlplA1y AlplA2y 1a doble mutante AlplA1 AlplA2 pudimos
observar que es esencial la presencia de alguna de las ligasas
para que el compuesto 1pl-004 muestre un efecto inhibito-
rio, mientras que en la doble mutante se observa un creci-
miento similar al control (Figura 4). Se observé el mismo
efecto para los compuestos 1pl-008 y Ipl-023.
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FIGURA 4. Crecimiento de las cepas de S. aureus NE1257 (Alp/A1), NE266 (Alp/A2)
and FA-S912 (Alp/A1 AlplA2). Las cepas crecieron en RPMI conteniendo CAA libres
de vitamina 0,05%, con y sin el agregado de 20 pg/ml de Ipl-004. Los cultivos fueron
incubados por 12 h a 37°C. Cada barra representa la media = SD de tres experimentos
independientes.

Las lipoato ligasas no son enzimas esenciales para creci-
miento, por lo que la inhibicién que se observa en presen-
cia de estos compuestos puede deberse a que los mismos
sean ligados por accién de estas enzimas y se unan a las
E2s, inactivandolas, como se ha reportado para el seleno-
lipoato (Morris ez al., 1994). Realizamos un Western blot
con anticuerpos anti-AL para evidenciar el sitio de accién.
Los extractos proteicos de cultivos de la cepa salvaje y de
las mutantes AlipA'y AlipA AlplA1 AlplA2 de S. aureus
crecidas en medio minimo suplementado con los produc-
tos de las enzimas dependientes de AL en ausencia y en
presencia de los inhibidores fueron analizados por Western

blot (Figura 5).
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FIGURA 5. Lpl-004 se uniria a las E2s mediante la actividad de la lipoato ligasa.
Extractos proteicos de las cepas de S. aureus USA300 comparada con

(A) NE264 (AlipA) o (B) FA-S1178 (AlipA AlplAl AlplA2) crecidas en RPMI
suplementado con CAA libre de vitaminas BCFAP y acetato durante 24 h.
Fueron analizados por Western blot con anticuerpos anti-AL.

La cepa WT presenta el patrén de lipoilacién de las E2s
caracteristico en todas las condiciones, ya que esta cepa tiene
la capacidad de sintetizar AL. En la mutante AlipA, que es
incapaz de sintetizar AL, se observa ausencia de lipoilacién.
Sin embargo, en presencia de los compuestos, se observan las
E2s marcadas (Figura 5A). Esto indicaria que los anticuerpos
anti-AL reconocen los compuestos unidos a las E2s. La ausen-
cia de E2s marcadas mediante el agregado del compuesto
1pl-004 en la mutante AlipA AlplA1 AlplA2 indicaria que la
actividad de la lipoato ligasa serfa esencial para la unién del
inhibidor, como se habia observado con los datos de creci-
miento (Figura 5B). Estos compuestos podrian ser ttiles para
el desarrollo de drogas contra el patégeno S. aureus.

Conclusiones

El compuesto Lpl-004 gener6 una inhibicién selectiva del
crecimiento de S. aureus mientras que no produjo ningin
efecto en el crecimiento de B. subtilis. El efecto inhibitorio
del compuesto puede ser contrarrestado por el agregado de
BCFAP y acetato, los productos de las deshidrogenasas depen-
dientes de AL esenciales para el crecimiento en S. aureus,
resaltando la especificidad del compuesto por la lipoilacién
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proteica. Los andlisis de Western blot sugieren que el inhi-
bidor se uniria a las E2s y las inactivaria. Ademds, el efecto
inhibitorio depende de la actividad lipoato ligasa.
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