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RESUMEN. Ladisponibilidad de las secuencias de mdiltiples geno-
mas de bacterias ha permitido estudiar |a presencia de dominios pro-
teicos comunes para muchas especies bacterianas. Recientemente se
han descrito los dominios GGDEF y EAL los cuales presumiblemen-
te tienen la funcion de diguanilato ciclasa (c-di-GMP sintasa) y fos-
fodiesterasa de c-di-GMP respectivamente. El c-di-GMP se hainvo-
lucrado en la produccién de celulosa bacteriana asi como en la
modificacién de la superficie celular que le permite regular laforma-
cion de biopeliculas, lamotilidad y la virulencia entre otros procesos
bacterianos.

Palabras clave: Dominio GGDEF, dominio EAL, c-di-GMP, digua-
nilato ciclasa, fosfodiesterasa.

INTRODUCCION

Entender cémo |os organismos reconocen los distintos
ambientes que los rodean asi como los mecanismos que
utilizan para adaptarse a sus nichos ha sido de amplio inte-
rés en labiologia.

L as bacterias han desarrollado diversos mecanismos de
transduccién de sefiales para responder alos cambios am-
bientales, por ejemplo, |os sistemas de dos componentes,
ampliamente distribuidos en estos organismos, que consis-
ten de una proteina histidina cinasa, por lo regular anclada
alamembrana, la cual posee un residuo de histidina que al
detectar una sefial ambiental especifica se fosforila en for-
ma dependiente de ATP y puede transferir el grupo fosfato
aun segundo componente, Ilamado regulador de respuesta,
gue frecuentemente es un factor transcripcional encargado
de la regulacion de genes involucrados en esa respuesta.’®

Existe otra forma de transduccion de sefides en las bacte-
riasy es el caso de los segundos mensgjeros. El més estudiado
en Escherichia coli y en otras bacterias es la mol écula mono-
fosfato de adenosina ciclico (AMPC) lacua es una molécula
de bagjo peso molecular que entre muchas funciones, seune d
factor transcripcional CRP en larepresion catabdlica®
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ARTICULO DE REVISION

Proteinas con dominios GGDEF y EAL: su funcion
en el metabolismo bacteriano

Micaela Marcela Méndez-Ortiz,* Jorge Membrillo-Hernandez*

ABSTRACT. Theavailability of multiple bacterial genome sequenc-
es has led to the discovery of several conserved domains of proteins.
Recently, GGDEF and EAL domains have been described as domains
responsible for the synthesis and degradation of c-di-GMP, a second
messenger in bacteria. c-di-GMP has been involved in cellulose pro-
duction and identified as a global regulator of several processes such
as biofilm formation, motility and virulence, presumibly through a
modification of the cell surface properties.

Key words: GGDEF domain, EAL domain, c-di-GMP, diguanylate
ciclase, phosphodiesterase.

Otro segundo mensajero en bacterias eslamoléculatetra-
fosfato de guanidina (ppGpp), que se produce en respuesta a
lalimitacién de nutrientes y en circunstancias que detienen
el crecimiento bacteriano. El ppGpp se une directamente a
lasunidades 8 y ' dela RNA polimerasay afecta un gran
nimero de funciones fisiolégicas, principalmente la trans-
cripcion de genes relacionados con el crecimiento, con la
respuesta a estrésy con larespuesta alafalta de nutrientes.?”

En las bacterias se encuentra al menos otro segundo
mensgjero: el bis-(2',5')-monofosfato de guanosina ciclico
(c-di-GMP). La funcién del c-di-GMP se ha estudiado
poco; recientemente se ha reportado que lo sintetizan pro-
tefnas con actividad de diguanilato ciclasa a partir de dos
moléculas de GTP y que poseen en su estructura el domi-
nio conservado llamado GGDEF. El c-di-GMP lo hidroli-
zan fosfodiesterasas que poseen el dominio EAL.

Las proteinas con dominios GGDEF y EAL se distribuyen
ampliamente en las bacterias y los andlisisin silico han mos-
trado que las proteinas que los poseen se asocian a muchos
dominios que funcionan como sensores. Sin embargo, su pa-
pel fisioldgico aln se desconoce y ha despertado un creciente
interés entre los microbidlogos por descubrirlo. La presente
revision intenta recopilar los trabaj os mas recientes en los que
se ha relacionado a las proteinas con dominios GGDEF y
EAL, involucrados en e recambio celular de c-di-GMP.

EL SEGUNDO MENSAJERO C-DI-GMP
El bis-(2',5")-monofosfato de guanosina ciclico (c-di-

GMP) es un dinucledtido ciclico que consiste de dos resi-
duos de riboguanosina unidos por enlaces 2'-5" fosfodiés-



Méndez-Ortiz et al Proteinas con dominios GGDEF y EAL 131

ter que forman una estructuraciclica (Fig. 1). Laestructura
cristalina de dicha molécula muestra una columna rigida
formada por dimeros intercalados y el analisis de espec-
troscopia de masas sugirié un arreglo de cuatro moléculas
de c-di-GMP alineados para formar dos cuartetos de guani-
na paralelos con una cavidad central.1%2% El caracter &cido
del c-di-GMP le permite formar sales con iones presentes
en el medio como Li*, Na* y K* y algunos andlisis de es-
pectroscopia de UV, de dicroismo circular y de resonancia
magnética nuclear mostraron que el ¢c-di-GMP en solucion
puede adoptar distintas formas estructural es (polimorfis-
mos) dependiendo del ion al que se asocie. Sin embargo, la
estructura de cuartetos de guanina en presencia de iones K*
eslaque més se favorece.>? La demanda de c-di-GMP para
el estudio de sus funciones fisiol 6gicas ha conducido al de-
sarrollo de métodos para su sintesis quimica.?3:3552

El c-di-GMP seidentificd inicial mente como un activador
alostérico de la enzima celulosa sintasa (CS) en la bacteria
productora de celulosa Acetobacter xylinum, ya que incre-
menta la actividad de la sintesis de este polimero de manera
especifica®’ La enzima encargada de sintetizar c-di-GMP es
la proteina diguanilato ciclasa (DGC) y la proteina que lo
degrada tiene actividad de fosfodiesterasa (PDEA).*® Re-
cientemente se ha reportado que €l c-di-GMP estaimplicado
en otros procesos celulares bacterianos como formacion de
las biopeliculas, lamotilidad y lavirulencia, entre otros.®

DESCRIPCION DE LOS DOMINIOS GGDEF Y EAL

Los dominios GGDEF y EAL se han descrito reciente-
mente y se distribuyen ampliamente en procariotes.*’

El dominio GGDEF consta de aproximadamente 170 resi-
duos de aminoécidosy recibe este nombre debido al patrén de
secuencia conservado GG[DE][DE]F. Este dominio se carac-
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terizo por primera vez en la proteina PleD de Caulobacter
crescentus, un regulador de respuesta que se requiere parala
transicion de células motiles flageladas a células no motiles
las cuales tienen una estructura llamada prosteca, que es una
elongacion de lacéulaque le permite adherirse a superficies.!

En una blisqueda de proteinas homologas a las que tie-
nen el dominio GGDEF se encontrd que este dominio esta
relacionado estructuralmente con la familia de las adeni-
lato ciclasas. La comparacion por métodos bioinforméti-
cos de estas proteinas muestra la conservacién de domi-
nios y de residuos cataliticos importantes asi como de
patrones de hidrofobicidad similares, 1o cual sugiere que
ambas familias se relacionan evolutivamente y que proba-
blemente |os mecanismos de catdlisis son similares.3!

Los dominios GGDEF han llamado la atencién por estar
altamente conservados y reiterados en los genomas bacteria-
nos, aungue las bacterias Gram positivas tienden a tener me-
nos proteinas con este dominio que las Gram negativas, por
gjemplo, Saphyl ococcus aureustiene sdlo una proteinacon €
dominio GGDEF, Bacillus subtilis tiene 4 proteinas con este
dominio, ambas Gram positivas. En contraste, Synechocystis
sp tiene 22, Pseudomonas aeruginosa PAO1 tiene 33, Esche-
richia coli K-12 tiene 19, Vibrio cholerae O1 biotipo ElTor
tiene 41 y Aquifex aeolicus, 12 proteinas con €l dominio
GGDEF, todas €llas Gram negativas (Tabla 1).1331

El dominio EAL que se denomina asi por sus residuos
conservados (glutamato-alanina-leucina) consta de aproxi-
madamente 250 residuos de aminoacidosy se describi6 ori-
ginalmente en la proteina BvgR de Bordetella pertusis, un
factor transcripcional que regula los genes de virulencia
(vrg) en esta bacteria 1328

Por otro lado, el dominio EAL se descubri6 independiente-
mente como un dominio adyacente a dominio GGDEF posi-
ble responsable de la actividad de fosfodiesterasa de c-di-
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Figura 1. Estructura quimica del c-di-
GMP. G, guanosina.
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GMP en la proteina PDEA1 de A. xylinum.%¢ Este dominio
contiene residuos de aminoéacidos de caracter acido que po-
drian participar en la union a metales y potencialmente po-
drian formar un sitio activo de fosfodiesterasa. Al igual que €
dominio GGDEF, € dominio EAL también se encuentraen
varias proteinas de un mismo genoma bacteriano (Tabla 1).13

LOS DOMINIOS PROTEICOS GGDEF Y EAL SE
ENCUENTRAN ASOCIADOS A DOMINIOS DE
SENALIZACION CELULAR

La disponibilidad de secuencias completas de genomas
bacterianos ha permitido descubrir que ambos dominios
GGDEF y EAL se encuentran asociados a muchos domi-
nios receptores que participan en redes de transduccion de
sefiales (Fig. 2).

Entre los dominios asociados a GGDEF y a EAL se en-
cuentran los dominios PASy GAF.™! Los dominios PAS se
distribuyen ampliamente en las bacterias, las arqueasy los eu-
cariotes y estan frecuentemente correlacionados con procesos
de transduccién de sefiales. Estos dominios comparten un ple-
gamiento tipico de cadenas 5, comparten menos del 15% de
identidad de secuencias y estan acoplados a actividades enzi-
méticas o a dominios de unién a DNA. Entre las sefidles que
detectan los dominios PAS se encuentra el oxigeno, laluz, €
voltaje, € potencial redox y los hidrocarburos arométicos.'>%

Los dominios GAF también son dominios de sefializa-
cién que se encuentran en el citoplasma, tienen una estruc-
turasimilar alos dominios PAS, y se caracterizan por tener

Tabla 1. Nimero de copias de los dominios GGDEF y EAL presentes en
algunas bacterias.

Bacteria GGDEF EAL
Aquifex aeolicus 11 8
Bacillus halodurans 4 2
Bacillus subtilis 4 3
Campylobacter jejuni 2 0
Caulobacter crescentus 11 10
Deinococcus radiodurans 16 5
Escherichia coli 19 17
Lactococcus lactis 0 0
Mesorhizobium loti 32 18
Mycobacterium leprae 3 2
Mycobacterium tuberculosis 1 2
Pseudomonas aeruginosa 33 21
Synechocystis sp 23 13
Thermotoga maritima 11 0
Vibrio cholerae 41 22
Xylella fastidiosa 3 3

Datos tomados de Galperin MY et al.®

una estructura de bolsillo que pueden albergar pequefias
moléculas como ligantes.!* L os dominios GAF se descri-
bieron originalmente como dominios conservados de unién
a GMPc en fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos. '

Por otro lado, en algunas bacterias, los dominios
GGDEF y los EAL se asocian con los dominios CACHE
(por la denominacion en inglés calcium and chemotaxis)
propios de los canales de Ca2* y de los receptores de qui-
miotaxis, ademas, también se encuentran en homdlogos a
las tres principal es clases de proteinas sensoras, las histidi-
nas cinasas de clase I, las metil aceptoras (MCP's) y las
adenilato ciclasas. %053

Los dominios GGDEF y EAL también se asocian a do-
minio CHASE (llamado asi por la denominacién en inglés
cyclase/histidine kinase-associated sensing extracellular
domain), médulo extracelular presente en varias protei-
nas sensoras, y aunque es menos comun que el dominio
CACHE, también se puede encontrar en histidinas cinasas,
adenilato ciclasas y posibles diguanilato ciclasas y fosfo-
diesterasas aungue no en sistemas de quimiotaxis.3%53

El dominio MHYT (descrito en inglés como Met-His-
containing YkoW transmembrane domain) es un dominio
transmembranal que se encuentra en los sensores del tipo
histidina cinasa presentes en los genomas de Bacillus subti-
lis, de Caulobacter crescentus, de Mesorhizobium loti y de
Pseudomonas aeruginosa. Este dominio consiste de seis
segmentos transmembranal es interconectados por regiones
citopladsmicas y regiones periplasmicas cortas ricas en argi-
nina. En estas bacterias el dominio MHY T se encuentra en
muchas proteinas como dominio Unico o bien fusionado a
otros dominios de sefidlizacion tales como el PAS, el
GGDEF, € EAL, € CheY y e HTH. Lafuncién de este do-
minio no se conoce pero podria formar centros de cobre Uti-
lesen ladeteccion del O,, del NO'y del CO.%2

Los dominios NIT (por la designacién en inglés nitrate-
and nitrite-sensing), MASE1 y MASE2 (por ladesignacion
en inglés membrane-associated sensor) se descubrieron
por medio del andlisis de las secuencias de los genomas
bacterianos. La funcién de éstos se desconoce pero se pro-
pone que podrian participar en ladeteccién del nitratoy del
nitrito para el caso de NIT o bien parala deteccién de hie-
rroy oxigeno en el caso de MASE1y MASE2. Estos domi-
nios se encuentran ligados a dominios de sefializacién y
también alos dominios GGDEF y EAL, al igual que el do-
minio HAMP caracteristico de las proteinas histidina cina-
sas, adenilato ciclasasy MCP' s,2240

Finalmente, el dominio HNOB (por la designacion en
inglés heme-nitric oxide binding) se asocia al dominio
GGDEF. Este dominio se encontré originalmente en las
proteinas guanilato ciclasa solubles de eucariotes pero tam-
bién en algunas proteinas de bacterias que participan como
sensores en la quimiotaxis. 2
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PAPEL DE LAS PROTEINAS GGDEF Y EAL EN EL
METABOLISMO DE BACTERIAS

Acetobacter xylinum

Lafuncion delamayoria de las proteinas que poseen los
dominios GGDEF y EAL aln se desconoce, sin embargo,
en labacteria productora de celulosa A. xylinum se compro-
b6 experimentalmente que las proteinas DGC y PDEA, que
tienen estos dominios, son enzimas que sintetizan y degra-
dan el c-di-GM P respectivamente.*6

La sintesis de celulosa en A. xylinum estd a cargo de la
enzima celulosa sintasa la cual tiene dos subunidades, una
subunidad catalitica que se encarga de sintetizar el polime-
ro de celulosa a partir de UDP-glucosa, y una subunidad de
unién a c-di-GMP, también |lamada proteina de unién a c-
di-GMP (CDGBP). Ambas subunidades estén ancladas en
lamembrana citoplasméticay se asocian a otras dos protei-

sefializacion celular.

nas (AcsA y AcsD) que se localizan en la membrana exter-
nay que se requieren para el ensamblaje y la excrecion del
polimero de glucosa.?*

En A. xylinum la concentracion celular de c-di-GMP se es-
tima gque es de 5 a 10uM; aproximadamente, la misma con-
centracion del AMPc pero 100 veces mas baja que la de
GMPc. Sin embargo, muy poco del ¢c-di-GMP se encuentralli-
bre enla céula, pues arededor del 80% de este compuesto se
encuentraunido alaproteina CDGBP paraevitar asi su degra-
dacién enzimética llevada a cabo por |la proteina PDEA1.365¢

En A. xylinum, la concentracién intracelular de c-di-GMP
se determina por la accidn opuesta de tres enzimas diguanila-
to ciclasa (DGC1, DGC2, DGC3) y tres enzimas fosfodieste-
rasa de diguanilato (PDEA1, PDEA2, PDEA3), las cuales se
codifican en tres operones independientes. Cada una de las
tres proteinas DGC (codificadas por los genes dgcl, dgc2,
dgc3) vy las tres proteinas PDEA (codificadas por los genes
pdeAl, pdeA2 y pdeA3), muestran un arreglo de dominios
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PAS-GGDEF-EAL vy un arreglo genético pdeA- dgc que su-
giere una regulacion tipo operén. El andlisis comparativo de
las secuencias de aminoécidos de estas proteinas revelaun ato
grado de identidad estructural en cada grupo de isoenzimas.
Las seis proteinas contienen los dominios GGDEF y EAL en
lasregiones de carboxilo termina (C-terminal) y losdominios
sensores en e amino terminal (N-terminal). Algunos estudios
realizados en mutantes en |os tres operones muestran que hay
una jerarquia funcional en donde el operén cdgl es lafuente
del 80% de la actividad enzimética de DGC y PDEA vy los
operones cdg2 y cdg3 contribuyen con el 15y € 5% delaac-
tividad, respectivamente.36-3846 Aungue se hademostrado que
las proteinas DGC y PDEA tienen actividades opuestas, sus
dominios son préacticamente idénticos por lo que € sitio cata-
litico tanto paralasintesis como parael rompimiento del c-di-
GMP permanece sin determinarse.

Para probar la hipétesis de que los dominios GGDEF en
diferentes proteinas tienen actividad de diguanilato ciclasa, se
realizaron experimentos de complementacion genética em-
pleando tres genes distintos que codifican para proteinas cuyo
Unico elemento en comun es el dominio GGDEF. Los genes
empl eados fueron celR2 (Rhizobium leguminosarum biovar
trifolii), dgcl (Acetobacter xylinum) y yheK (Escherichia coli)
los cuales fueron clonados en vectores de expresion y utiliza
dos para transformar una cepa mutante celR2 (que codifica
para una c-di-GMP sintasa) de R. leguminosarum bv. trifolii
deficiente en la produccion de celulosa. En los tres casos, la
transformacion resultd en la recuperacion de la capacidad de
producir celulosa. Estos datos genéticos sugirieron que las
proteinas que contienen el dominio GGDEF, poseen actividad
de diguanilato ciclasay que este dominio es el responsable de
dicha actividad.33°

Caulobacter crescentus

Caulobacter crescentus es la bacteriaen lacua se haes
tudiado con mayor detalle e papel del dominio GGDEF. En
esta bacteria se ha descrito un mecanismo de diferenciacion
celular en € cua participala proteina PleD que contiene un
dominio GGDEF. Esta proteina la codifica el gen pleD y se
requiere parala diferenciacion caracteristica de células fla-
geladas (métiles) a células no flagel adas (no matiles).>?t

El desarrollo polar es una manifestacion visual de la di-
ferenciacién celular en C. crescentus. Un polo de la célula
pre-divisional acarrea un Unico flagelo o pili tipo IV, mien-
tras que €l otro polo lleva un apéndice, de tal formaque, la
division celular produce dos células especializadas, una cé-
lula planctonicamdtil y otra célulano-métil capaz de adhe-
rirse a superficies para formar monocapas de células.!

Algunos estudios recientes indican que los sistemas de
transduccion de sefiales de dos componentes estan involucra-
dos en el desarrollo polar de C. crescentus. Los genes pleC,

divdy divL codifican para sensores histidina cinasas y los ge-
nes divk y pleD codifican para reguladores transcripcionales.
Hay evidencias que indican que PleC y DivJ son las higtidinas
cinasas que fosforilan a PleD pararegular laactividad de con-
trol flagelar y lapérdida delamotilidad y formacion del apén-
dice durante la transicién de célula maétil a célula no matil.
PleD controla negativamente la funcion flagelar en su confor-
macion activa fosforilada (PleD-P) y las cinasas Divly PleC
son las responsables del control dela pérdiday delaganancia
de motilidad en el ciclo celular de C. crescentus mediante la
modulacion de la actividad de PleD.* Ciertas mutaciones en
PleD producen defectos polares pleiotropicos que incluyen hi-
permotilidad y unafalla para sintetizar e flagelo y elongar la
prosteca en ladiferenciacion. PleD tiene en su extremo N-ter-
minal dos dominios receptores (D1y D2) contiguosy end C-
terminal tiene un dominio GGDEF. Se hademostrado que una
proteina hibrida que contiene el dominio GGDEF de un ort6-
logo de PleD, laproteina WspR de Pseudomonas fluorescens,
y los dominios D1y D2 de la proteina PleD de C. crescentus
es funcional ya que es capaz de complementar la deficiencia
del apéndice en una cepa mutante en pleD. Esto sugiere que
las proteinas que poseen dominios GGDEF no solamente se
requieren parala sintesis de exopolisacaridos sino que partici-
pan en modular las superficies de la célulay favorecen lasin-
teracciones célula-célula que conllevaran ala formacién de
biopeliculas, es decir a una forma de vida basada en comuni-
dades multicelulares complgjas.?

Un andlisis de lalocalizacién de PlieD mostré que ésta se
distribuye en toda la célula métil pero durante la diferencia-
cion celular, su forma activa (fosforilada) se concentra en el
polo de la prosteca en la célula no-métil *° Una proteina PleD
congtitutivamente activa produce células con la prosteca elon-
gaday con un efecto negativo dominante en la motilidad.?

El hecho de que el dominio GGDEF de P. fluorescens
pudiera complementar la actividad de PleD de C. crescen-
tus sugiri6é que esta proteina podria tener una actividad de
diguanilato ciclasaintrinseca y asi sintetizar c-di-GMP el
cual podria actuar como un posible segundo mensajero. Un
ensayo con la proteina PleD purificada mostré que tiene
actividad de diguanilato ciclasay esta actividad es inde-
pendiente del estado de fosforilacién de la proteina, aunque
en su forma activa (fosforilada) tiene mayor actividad de
ciclasa. En contraste, la actividad de diguanilato ciclasa de
laproteina Rrpl de Borrelia burgdorferi requiere de lafos-
forilacion de la proteina.®® Por otro lado la proteina PleD
no mostro actividad de fosfodiesterasa.*°

El andlisis cristalografico de la proteina PleD permitio
proponer un posible mecanismo de catélisis en el cual la
reaccion de condensacion de dos moléculas de GTP para
formar c-di-GMP requiere que la proteina forme dimeros.
El andlisis enzimatico mostré que existe una inhibicion
alostérica por producto, esto es, la actividad de PleD sein-
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hibe cuando se rebasa un Iimite maximo en la concentra-
cioén c-di-GMP. Esto sugiere que debe haber una regula-
cion muy finaen laactividad de |as proteinas que sintetizan
y degradan este dinucledtido.®

Salmonella enterica serovar Typhimurium

La agregacion celular es un comportamiento comin en
las bacterias patdgenas y en los aislados ambientales en
ciertas etapas del desarrollo, 1o que les ofrece ventgjas eco-
l6gicas. Las bacterias se benefician de la cooperacion mul-
ticelular para acceder a los recursos que no pueden utilizar
efectivamente como células individuales. En Salmonella
enterica serovar typhimurium el comportamiento multice-
[ular ocurre como consecuencia de cambios en la composi-
cion de la matriz extracelular. Estos cambios se producen
al sintetizar fimbria agregativa, celulosa o ambas sustan-
ciasy dan lugar atres morfotipos: El morfotipo rdar apa-
rece cuando Salmonella produce fimbria agregativay celu-
losa, se caracteriza por colonias de aparienciarugosay de
color rojo en placas de medio suplementado con el coloran-
terojo congo. El morfotipo bdar se produce cuando se sin-
tetiza Unicamente fimbria agregativa y da lugar a colonias
lisas de color café en placas con rojo congo. Finamente, €l
morfotipo pdar que da origen a colonias lisas y de color
rosa en placas con rojo congo, es caracteristico de células
que Unicamente producen celulosa.>

AdrA es una proteina de 371 aminoé&cidos con un extre-
MO amino que contiene cuatro regiones transmembranal es
y un dominio GGDEF de 180 aminoéacidos en el extremo
carboxilo.®* Unainsercién en el gen que la codifica provo-
c0 el cambio del morfotipo rdar al morfotipo bdar, es de-
cir, al morfotipo en el cual sélo se sintetiza fimbria agrega-
tiva'y no celulosa.>* Esta observacion sugirié de que la
proteina AdrA podria participar en la regulacion de la pro-
duccion de celulosaen S. typhimurium.5*

En S. typhimurium la celulosa es un componente impor-
tante para la formacion de biopeliculas.*%* Un andlisis de
complementacién de una cepa de S. typhimurium que no
forma biopeliculas con un banco genético de una cepa pro-
ductora de biopeliculas llevo ala identificacion de un gru-
po de siete genes capaces de restaurar la formacion de bio-
peliculas. Todos €ellos codifican proteinas que comparten el
dominio GGDEF. Estas proteinas se nombraron Gcp (por
la designacion en inglés GGDEF domain containing pro-
tein). Por otro lado, una mutante AadrA se transformé sis-
teméticamente con cada uno de los genes gcp expresados
en un plasmido y el resultado fue que no todas las proteinas
Gcp restauraron la produccion de celulosa en esta mutante.
Dos proteinas, GepA y MIrA fueron las que corrigieron en
mayor grado la deficiencia en la sintesis de celulosa. El
unico elemento en comUn entre estas proteinas es € domi-
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nio GGDEF al igual que con €l resto de las proteinas Gep.
Una de estas proteinas, GepE, no pudo complementar ala
mutante en adrA y su sobreproduccion elimind la produc-
cion de celulosa en una cepa silvestre; por € contrario, una
mutacién en el gen gepE incrementd la produccin de celu-
losa. La proteina GepE ademas del dominio GGDEF con-
tiene un dominio EAL por o que se sugiere que esta protei-
na podria actuar como una fosfodiesterasa que cataliza la
degradacion de c-di-GMP a 5 GMP como la proteina
PDEA1 de A. xylinum. Por |o anterior y dado que existen
varias proteinas con los dominios GGDEF y EAL en los
genomas bacterianos, se sugiere que existe un orden jerar-
quico en la utilizacion de proteinas GGDEF para la trans-
duccion de sefiales.*

Por otro lado, las proteinas AdrA y YhjH de S. typhimu-
rium, se usaron como un sistema modelo para estudiar la
relacion funcional entre los dominios GGDEF y los domi-
nios EAL con el metabolismo del c-di-GMP. Las células
que sobre-expresan AdrA, elevan su produccion de celulo-
say en ellas se puede detectar, mediante cromatografia li-
quidade altaresolucion (HPLC) y espectrometria de masas
(MALDI-TOF), la presencia de c-di-GMP. Los niveles de
expresion de AdrA correlacionaron con el incremento de c-
di-GMP. Ademas, las cepas que acarrean mutaciones que
modifican el dominio GGDEF (G288A y G289A) de AdrA
no produjeron niveles de c-di-GMP detectables.*? La pro-
teina Y hjH contiene Unicamente un dominio EAL. La so-
breproduccién de esta proteina disminuy6 la sintesis de ce-
lulosa y la concentracion de c-di-GMP producidas por
AdrA. Una mutante Y hjH afectada en el residuo de gluta-
mato conservado del dominio EAL (E136A) no disminuy6
laproduccion de celulosani alteré los niveles de c-di-GMP
generados por AdrA. La sobre-expresion de la fosfodieste-
rasa YhjH en S. typhimurium provoca que se incrementen
lamotilidad y el nado en agar suave, mientras que la digua-
nilato ciclasa AdrA los disminuyen. Estos resultados sugie-
ren fuertemente que los dominios GGDEF y EAL estan di-
rectamente involucrados en la sintesis y en la degradacion
del c-di-GMP (Fig. 3).4?

Por otro lado, en una bisqueda de los genes implica-
dos en lavirulencia de S. typhi murium mediante mutagé-
nesis por insercion de transposon se encontré al gen
cdgR (por c-di-GMP regulator), que codifica para una
proteina capaz de disminuir los niveles celulares de c-di-
GMPy que tiene Unicamente un dominio EAL.Y La pro-
teina CdgR confiere resistencia al estrés oxidativo pues
mutantes del gen cdgR son mas susceptibles a la accion
bactericida del H,0, que la cepa silvestre respectiva o
gue una cepa complementada con el gen cdgR silvestre.
La proteina CdgR también participa en la virulencia de
S. typhimurium al incrementar su capacidad para matar
macrofagos.t’
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Vibrio cholerae

Vibrio cholerae es una bacteria patdgena que puede
cambiar reversiblemente de un estado virulento a uno no
virulento. En €l fenotipo virulento la bacteria estd embebi-
da en unared de polisacéridos extracelulares que e confie-
ren ala colonia una apariencia rugosa y que favorece la
formacion de la biopelicula. En el fenotipo no virulento se
abate la sintesis de exopolisacaridos por lo que las colonias
muestran una apariencia lisa.

En una busqueda de los determinantes que intervienen
en el cambio reversible de célulasrugosas alisasy vicever-
sa, se encontré ala proteina RocS que es una proteina que
tiene los dominios GGDEF y EAL . Las mutantes afectadas
en el gen rocS no son capaces de cambiar al fenotipo rugo-
S0y presentan deficiencias en lamotilidad por o que se su-
giere que RocS tiene un papel importante en la regulacion
de los determinantes de virulencia de esta bacteria. El an&
lisis de la secuencia de la proteina RocS mostré que tiene
mayor similitud con la enzima diguanilato ciclasa (DGC1)
gue con la fosfodiesterasa (PDEA1) de A. xylinum ya que
estas proteinas DGC1 y PDEA1 tienen también los domi-
nios GGDEF y EAL.2346 |_a proteina RocS podria regular
la produccion de exopolisacéridos, laformacion de las bio-
peliculasy lavirulencia a través del segundo mensgjero c-
di-GMP.33

Por otro lado, la virulencia de V. cholerae esta regu-
lada por otros factores ademas de la proteina RocS. En-
tre estos factores se encuentran el sistema de tres com-
ponentes VieSAB codificadas en el operén vieSAB en
donde VieS es una histidina cinasa mientras que VieA y
VieB son dos reguladores de respuesta que participan en
la regulacion transcripcional del operon ctxAB que codi-
fica para las subunidades A y B de la toxina de célera
(CT). Probablemente es una regulacion indirecta pues
los niveles de toxT, el gene de uno de los reguladores

c-di-GMP
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Célula no matil

\ Figura 3. Comportamiento bacte-

riano a niveles bajos y altos de c-

di-GMP. El recambio de c-di-GMP

Biofilm, celulosa y estd mediado por los dominios

otros componentes GGDEF y EAL. Modificado de Sim,
extracelulares et al.*?

transcripcionales del operén ctxAB, disminuyen en una
cepa AvieSAB.*°

VieA es una proteina que porta un dominio EAL, pero
gue ademés tiene las caracteristicas propias de los regula-
dores de respuesta tipicos de |os sistemas de dos compo-
nentes: un residuo de aspartato fosforilable y un dominio
de unién aDNA (helix-turn-helix, HTH).3

Esta proteina también regula indirectamente la produc-
cion de los exopolisacéridos en V. cholerae. Los operones
vpsA-D y vpsL-Q codifican parala sintesis de los exopoli-
sacaridos cuya activacion transcripcional depende del fac-
tor VpsR. Por su parte, la proteina VieA disminuye los ni-
veles intracelulares de c-di-GM P mediante la actividad de
fosfodiesterasa que le confiere el dominio EAL. Esta dis-
minucién provoca que los niveles de transcrito del gen
vpsR bajen y por tanto disminuya también la transcripcion
delos genes vpsy lasintesis de exopolisacaridos que se re-
quieren para la formacion de biopeliculas.*®

El cambio en concentracién de c-di-GMP es una conse-
cuencia de la disminucién en la actividad de fosfodiesterasa
del dominio EAL de VieA o del aumento de la actividad de
ciclasa de una o més proteinas GGDEF. Se propone que los
genes vps responden al incremento en la concentracion de c-
di-GMP através de algiin factor de transcripcion que percibe
este compuesto y regulala expresion del gen vpsR.*®

Por otro lado, la proteina MbaA (por la designacién
en inglés maintenance of biofilm architecture) es otra de
las multiples proteinas que presentan los dominios
GGDEF y EAL en V. cholerae. Esta proteina participa
en la maduracién y el mantenimiento de la arquitectura
de la biopelicula en esta bacteria. La mutacion AmbaA
no afecta las etapas tempranas de laformacion de la bio-
pelicula pero provoca una acumulacién del material ex-
tracelular que resulta en una formacion de una biopeli-
cula de arquitectura distinta a la tipica de pilares de
células separados por canales. Aungue no se ha demos-
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trado, los dominios presentes en la proteina MbaA su-
gieren que esta proteina podria regular las concentracio-
nes del segundo mensgjero c-di-GMP, posiblemente re-
guerido para el mantenimiento de la matriz extracelular
en las biopeliculas de V. Cholerae.®

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que habita en
una amplia variedad de ambientes entre los que se incluye
el suelo, el agua, los tejidos de plantas y los tejidos de ma-
miferos, entre otros. En los humanos, P. aeruginosa es una
bacteria patégena oportunista que se establece en forma de
biopeliculay afecta a individuos inmunocomprometidos o
que sufren de fibrosis quistica*®

Del esputo de pacientes con fibrosis quistica se pueden
aidar variantes de P. aeruginosa que presentan resistenciaal
tratamiento con antibidticos y que comparadas con células
no resistentes presentan una morfologia distinta. Las células
resistentes a los antibi6ticos forman colonias pequefias y de
aparienciarugosa (RSCV por ladesignacion eninglésrough
small-colony variant). En contraste, las células sensibles for-
man colonias lisas de mayor tamafio. Las células RSCV for-
man agregados de células en medio de cultivo liquido, y bio-
peliculas con mayor contenido de biomasay de arquitectura
distintaalas que pueden formar las células sensibles.®

P. aeruginosa es capaz de cambiar del fenotipo RSCV
al fenotipo silvestre de manera transitoria, 1o que le permi-
te alabacteria modificar su resistencia a antibi6ticos. Estos
cambios estan regulados por la proteina PvrR, un regulador
de respuesta del tipo de los sistemas de dos componentes,
homélogo ala proteina VieA de V. cholerae en todos sus
dominios incluyendo el dominio EAL.? La presencia del
dominio EAL sugiere que la disminucién de los niveles de
c-di-GMP podria ser un factor determinante en estos proce-
sosy potencialmente un armaimportante para el tratamien-
to de infecciones por esta bacteria 816

Por otro lado, la autoagregacion de P. aeruginosa provo-
calaformacion de colonias rugosasy estarelacionadacon la
adhesién de las células en € proceso de formacion de biope-
liculas. Esta agregacion laregulalaproteina WspR, un factor
transcripcional del tipo regulador de respuesta de sistemas de
dos componentes que tiene un dominio GGDEF.” Lafuncién
opuesta sugerida para los dominios GGDEF y EAL es con-
sistente con la actividad mostrada por la proteina WspR
(GGDEF) parainducir la autoagregacion y la actividad dela
proteina PvrR (EAL) parareprimirla®

P. aeruginosa tiene 33 proteinas con el dominio
GGDEF y 21 proteinas con € dominio EAL12 sin embargo
se conoce lafuncién de sélo algunas de estas proteinas. Por
egjemplo, laproteina FimX tiene ambos dominiosy se loca-
lizaen un polo delacélula. A estaproteinasele harelacio-
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nado con la regulacion del movimiento tipo “twitching”,
gue es un movimiento provocado por laextension y retrac-
cion del pili requerido paralaformacion de biopeliculas. 1

Otras bacterias

Con la publicacion constante de genomas bacterianos se-
cuenciados en su totalidad se han identificado cada vez més
proteinas con dominios GGDEF y EAL. De la mayoria de
€llas se desconoce su funcion pero seles haido involucrando
en diferentes procesos bacterianos. Por ejemplo, el caso de
las proteinas HmsT y HmsP de Yersinia pestis. Esta bacteria
tiene la capacidad de formar colonias tefiidas de color café
verdoso o rojo a unir hemina o rojo congo (RC) respectiva-
mente (fenotipo Hms'), a temperaturas menores a 34°C. A
mayor temperatura las col onias son siempre de color blanco.®?

Dentro delos genesinvolucrados en laregulacion del feno-
tipo Hms" se encuentran las proteinas HmsPy HmsT. La pri-
mera de estas proteinas, HmsP codifica para una fosfodieste-
rasa de c-di-GMP pues contiene un dominio EAL que le
confiere dicha actividad.* Mutantes en hmsP forman colonias
rojas en medio suplementado con RC a26°Cy a37°Cy la
complementacion con e gen hmsP provoca la formacién de
colonias blancas a ambas temperaturas. Por otro lado, la pro-
teina HmsT codifica para una diguanilato ciclasa, puesto que
tiene un dominio GGDEF en su estructura capaz de sintetizar
c-di-GMP.* Laformacién de biopdliculaen Y. pestis depende
delos genes hms. Esta bacteria forma biopeliculaa 26°C pero
no a 37°C. Cuando se sobreexpresa el gen hmsT o hay una
mutacién en el gen hmsP, laformacion de biopeliculasein-
crementa considerablemente por lo que se sugiere que su for-
macion depende de la concentracion de c-di-GMP.2

Un caso muy interesante esel de labacteria patogena Gram
positiva Saphyl ococcus aureus que adiferenciade lamayoria
de | as especies bacterianas, tiene (inicamente una proteinacon
€l dominio conservado GGDEF y otra proteina con un domi-
nio GGDEF modificado. Se ha demostrado que la adicién de
¢-di-GMP auna concentracion de 200uM, aS aureus, trastor-
nasus interacciones célula-célula puesto que disminuye su ca
pacidad de agregacion, de formacion de cimulos de cdlulas y
de formacion de biopeliculas.?

Se hasugerido que e c-di-GMP podriaformar complejosy
secuestrar las moléculas que se requieren paralaformacion de
las biopeliculas o que € c-di-GMP podria unirse a receptores
de membrana bloqueando sefiales externas, o bien, podria
unirse afactores de transcripcion que modifiquen la expresion
de genes requeridos para la formacién de biopeliculas. Este
hallazgo es relevante en el aspecto clinico pues € c-di-GMP
ofrece una alternativa en e control de infecciones debidas a
esta bacteria patégenaya que S se usa como agente terapéuti-
co pudierainhibir laformacién de biopeliculasy, por tanto, su
establecimiento en células humanas y animales.??
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Lasintesisy la degradacion de c-di-GMP por protei-
nas que tienen los dominios GGDEF y/o EAL se ha de-
mostrado en muchas otras bacterias, por ejemplo en:
Thermotoga, Deinococcus, cianobacterias, espiroque-
tasy otras a y y-proteobacterias; sin embargo el papel
fisiologico en el que participa el c-di-GMP en ellas no
se conoce.*

CONCLUSIONES

Losandlisisin silico de |las secuencias reportadas de los
genomas bacterianos han permitido la identificacién de
nuevos dominios proteicos que permiten asignar posibles
papeles a proteinas de funcion desconocida. El descubri-
miento de que los dominios GGDEF y EAL participan en
el recambio de las concentraciones celulares de c-di-GMP,
una mol écula que repercute en varios procesos bacterianos
tales como la sintesis de celulosa, la formacion de biopeli-
culas, ladiferenciacion celular y virulencia, abre unanueva
fronteraen el estudio de la transduccion de sefiales de bac-
terias pues el c-di-GMP puede transducir numerosas sefia-
les en respuesta a diversos estimulos, tal como lo hace el
GMPc en vertebrados.

Sin embargo, el estudio de esta nueva via de transduc-
cion de sefiales se encuentra en sus etapas mas tempranas
pues quedan muchas preguntas por resolver para poder es-
tablecer los mecanismos en los cuales el c-di-GMP actia
como segundo mensajero.

Dada la reiteracion de los dominios GGDEF y EAL en
una misma especi e bacteriana surge €l interés por entender
esta aparente redundancia de funciones. Probablemente exis-
te algun tipo de jerarquiay diferencia en las actividades en-
ziméticas que provocan la utilizacion de una u otra proteina.

Por otro lado, establecer a qué proteinas o sustratos se
une el c-di-GMP ayudara a elucidar los mecanismos por los
cuales actla. L os candidatos més viables parala accion del
c-di-GMP como segundo mensajero son proteinas de mem-
brana, reguladores transcripcionales, histidinas cinasas y
canales idnicos, entre otros. Finalmente, el uso de herra-
mientas moleculares globales como los andlisis del trans-
criptomay del proteoma para analizar la transcripcion de
los genesy lasintesis de proteinas reguladas por la concen-
tracion de c-di-GMP dara pistas importantes para abordar
estos cuestionamientos.
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