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Resumen

Listeria monocytogenes es un patégeno de animales
y humanos que logra invadir el espacio intracelular
gracias a la interaccidn entre protefnas bacterianas
de superficie y receptores en células hospedero, lo
que permite activar cascadas de sefializacién que
promueven la internalizacion de esta bacteria. El
silenciamiento de la expresién génica en células
de mamifero gracias a la técnica de transfeccidn
de ARNs pequeios de interferencia (siARN) ha
permitido recientemente asociar nuevos efectores
moleculares al proceso de internalizacién de distin-
tos patdgenos intracelulares en células eucariotas.
Esta investigacion hace uso de esta técnica para
determinar la posible contribucién de la tropomio-
sina (TPM) vy de la proteina adaptadora NEDD9 a
la invasién celular por parte de L. monocytogenes, asi
como de Salmonella typhimurium y de una cepa de
Escherichia coli que expresa la invasina de Yersinia
pseudotuberculosis. Utilizando ensayos de invasidn se
demuestra que el silenciamiento de la expresién de
TPM, pero no de NEDD9, reduce significativamen-
te la entrada de los tres patdgenos intracelulares
estudiados. Mediante microscopia de fluorescencia
se observa que el silenciamiento de TPM y NEDD9
afecta en forma diferente la morfologfa celular y la
distribucion de los filamentos de actina. Estos resul-
tados sugieren que TPM puede modular la entrada
de patdgenos bacterianos mediante una modifica-
cion de las propiedades de reorganizacion de la
membrana plasmédtica dependientes del citoesque-
leto de actina, propiedades que difieren de aquellas
afectadas por NEDD?9.
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Abstract

Listeria monocytogenes is an animal and human
pathogen that it is able to invade the intracellular
space due to the interaction between bacterial
surface proteins and host cell receptors, activating
signaling cascades that promote pathogen internali-
zation. Gene expression silencing in mammalian cells
by transfection of small interfering RNAs (siRNA)
has recently allowed the implication of novel mole-
cular effectors to the internalization process of
different intracellular pathogens in eukaryotic cells.
The present work takes advantage of this technique
to determine to potential contribution of tropom-
yosin (TPM) and the adaptor protein NEDD?9 to cell
invasion by L. monocytogenes, as well as Salmonella
typhimurium and an Escherichia coli strain that
expresses the invasin from Yersinia pseudotuberculo-
sis. Using gentamicin invasion assays, it is shown that
only TPM expression silencing reduces significantly
the entry in Hela cells of the three investigated bac-
terial pathogens. Fluorescence microscopy demons-
trates that TPM and NEDD?9 silencing affects diffe-
rently Hela cell morphology and the distribution
of actin filaments. These results suggest that TPM
may modulate the entry of bacterial pathogens by
modifying the reorganization properties of the plas-
ma membrane which are dependent on the actin
cytoskeleton, and that these properties differ from
those affected by NEDD9.



Introduccion

L. monocytogenes, un bacilo Gram positivo de amplia
distribucion en la naturaleza, es el agente etioldgico
de la listeriosis, una infeccién de origen alimentario
que afecta tanto animales como humanos; esta
enfermedad pleiotrdpica estd caracterizada por dis-
tintos cuadros clinicos segin la condicién inmune del
paciente, incluyendo problemas gastrointestinales
leves en individuos normales o complicaciones seve-
ras como meningitis, sepsis y aborto en pacientes
inmuno-comprometidos (Larrain de la C & Carvajal,
2008). Los diferentes cuadros clinicos asociados a la
listeriosis estdn directamente relacionados a la capa-
cidad de L. monocytogenes para atravesar diferentes
barreras inmunoldgicas en los huéspedes infectados,
y para invadir el espacio intracelular (Doran et al.
2013, Pizarro-Cerdd et al. 2012).

Diferentes factores de virulencia participan en cada
etapa del ciclo invasivo de esta bacteria: (i) el locus
inlAB codifica por las proteinas de superficie InlA e
InIB que interactian con los receptores celulares
E-cadherina y c-Met respectivamente para activar
cascadas de sefalizacion necesarias a la internaliza-
cion bacteriana; (i) la disrupcidén de la membrana
fagosomal y el escape de L. monocytogenes al cito-
plasma esta mediado por la toxina formadora de
poros listeriolisina O (codificada por el gen hly) y las
fosfolipasas PlcA vy PIcB; (iii) la proteina de superficie
ActA participa en la polimerizaciéon de la actina
celular para generar una estructura denominada
‘cometa de actina’ que provee la fuerza motriz que
permite a la bacteria desplazarse en el citoplasma
de las células infectadas y dispersarse a células adya-
centes . Los genes hly, plcA, plcB y actA se encuen-
tran en el locus principal de virulencia que codifica
igualmente por PrfA, un activador transcripcional de
los principales factores de virulencia bacterianos; la
transcripcion de PrfA es termoregulada, por lo que
su maxima expresién se da a 37°C, temperatura
que concuerda con la de los organismos hospede-
ros de L. monocytogenes (Cossart 201 1).

Diversos estudios han permitido determinar las
principales cascadas de sefializacidn activadas por
InIA e InIB que conducen a la internalizacién de L
monocytogenes en células hospedero: modificaciones
post-traduccionales de los receptores E-cadherina
y c-Met (Bonazzi et al. 2008, Veiga et al. 2005) per-
miten reclutar una plataforma molecular asociada
a la clatrina (Veiga et al. 2007, Bonazzi et al. 201 1),
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favoreciendo la modificacion de la membrana celular
alrededor de L. monocytogenes durante su inter-
nalizacion gracias a la polimerizacion de la actina
(Bierne et al. 2001). A pesar de que se han descrito
multiples factores celulares que regulan positiva-
mente (Ireton et al. 1999, Bierne et al. 2005, Pizarro-
Cerda et al. 2007) o negativamente (Kihbacher et
al. 2012) los rearreglos del citoesqueleto durante el
proceso de captacion de la bacteria, muchas funcio-
nes y mecanismos de accion del infectoma humano
contindan siendo estudiados. El uso de sistemas
bioldgicos basados en la inactivacion de grupos de
genes utilizando el silenciamiento con ARNs peque-
fios de interferencia (siARN), ha abierto nuevas vias
para el andlisis global de las cascadas de sefializacién
del hospedero en el contexto de funciones celulares
especfficas, incluyendo fagocitosis e internalizacidn
de patdégenos (Pizarro-Cerda et al, 2012). La pre-
sente investigacion aprovecha el uso de esta técnica
para investigar la posible contribucién de las pro-
tefnas tropomiosina (TPM) y NEDD?9 a la invasién
celular por parte de L. monocytogenes, estudiando
ademds el impacto de la inactivacion de la expresion
de estas proteinas en el citoesqueleto de actina.

Materiales y Métodos

Lineas celulares y bacterias

Se utilizd la linea celular HeLa ATCC CCL2 cultivada
en medio de crecimiento DMEM suplementado con
10% de FBS y Glutamax (Invitrogen) en ausencia
de antibidticos. L. monocytogenes cepa EGD.PrfA*
(BUG3057) fue cultivada en medio BHI (Gibco); S.
typhimurium y E. coli + invasina fueron cultivadas en
medio LB (Gibco).

Transfeccion de siARNs

Se utilizaron conjuntos de 4 siARNs de tipo
‘Smartpool’ (Dharmacon) dirigidos contra TPM vy
NEDD?9, asf como una secuencia control de siARN
aleatorio que no estd dirigida contra ningdn gen de
mamifero. Se mezclaron 200 nM del siARN de inte-
résy 0.2 pl del agente de transfeccion Lipofectamina
ARNIMAX en medio DMEM + Glutamax sin suero
y se mantuvo durante |h a temperatura ambiente
para permitir la formacidn del complejo siARN-
Lipofectamina; seguidamente, se realizd una sus-
pensién de células Hela, de forma que se cultivd
en cada pozo (placas de 96 o 24 pozos) 54x10*
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células/ml en medio de crecimiento con un 10% de
solucién de transfeccién y se incubaron a 37°C en
una atmdsfera humidificada al 10% con CO, duran-
te 72 horas para permitir la transfeccion. Para veri-
ficar la eficiencia de cada inactivacion, se obtuvieron
lisados celulares digiriendo en una solucidn Laemmli
2X células control asi como células inactivadas para
TPM o NEDD?9: estos lisados se sonicaron durante
3 segundos a una amplitud de 20% v las proteinas se
migraron en un gel de poliacrilamida al 12% durante
I'5 minutos a 77V y 60 min a 120V, utilizando el mar-
cador de peso molecular All Blue (BioRad). Se rea-
lizé una transferencia semi-seca a membrana PVDF
durante una hora a 32mA vy seguidamente se realizd
el marcaje con anticuerpos primarios por |2 horas
a 4°C utilizando un anticuerpo anti-TPM de conejo
o un anticuerpo anti-NEDD9 de ratén (se utilizd
un marcaje de histonas como control de la cantidad
de lisado celular). Después de tres lavados de 5 min
con leche 5%, se incubd la membrana con anticuer-
pos secundarios anti-ratén o anti-conejo acoplados
a la HRP durante 2 horas a temperatura ambiente.
El marcaje se reveld con el método de pelicula utili-
zando la solucién Super Signal West Dura Extended
Duration Substrate (Thermo Scientific).

Ensayos de invasion

El medio de cultivo de células Hela transfectadas
con siARNS en placas de 96 pozos (5 pozos por
tratamiento, 5 repeticiones por ensayo) se reem-
plazd con 100 pl de una suspensidn bacteriana de
L. monocytogenes EGDe PrfA*, E. coli + invasina de
Yersinia pseudotuberculosis o Salmonella typhimurium
a una concentracién de 2x10° células/ml en medio
DMEM al 1% de FBS sin antibidticos. Se incubd
durante | hora a 37°C y en una atmdsfera humi-
dificada al 10% con CO,. Para estimar la cantidad
de bacterias inoculadas, se efectud un conteo en
placa, realizando diluciones de 10", 102y 102 del
inéculo y cultivando en placas de agar BHI, agar
LB+Cloranfenicol (30ug/ml) y medio LB respecti-
vamente (Kidhbacher 2013, Kihbacher et al. 2013,
2014). A continuacion, se removid el medio de L
monocytogenes de cada pocillo y se agregd 100
de medio DMEM suplementado con 0% de FBS y
50 pg/ml de gentamicina para eliminar las bacterias
extracelulares. Se incubd la placa durante |ha 37°C
en una atmdsfera humidificada al 10% con CO,.
Posteriormente, se lavaron las células de cada pozo
una vez con 100 pl de medio de crecimiento para

eliminar el antibidtico y se agregaron |00pul de agua
destilada para lisar las células. En una nueva placa de
96 pozos se prepararon diluciones del lisado de 10,
102y 107 10ul de cada dilucion se colocé en placas
de agar respectivo y se incubaron a 37°C durante la
noche, para permitir el crecimiento de unidades for-
madoras de colonias (CFUs). Dividiendo el nimero
de CFUs entre el nimero de bacterias inoculadas
se obtuvo el porcentaje promedio de invasidn, vy
se realizé un andlisis estadistico con la prueba de
t-Student para determinar la significancia de los
resultados.

Microscopia de fluorescencia

Con el fin de determinar el efecto de la inactiva-
cion de TPM v NEDD9 sobre la organizacion de
citoesqueleto de actina, se procedié a silenciar la
expresion de estas proteinas en células Hela cul-
tivadas en cubre-objetos de 12 mm de didmetro;
células inactivadas y células control se fijaron y se
permeabilizaron con una solucién de formaldehido
al 4% por |5 minutos y medio de permeabilizacidn
(PBS + BSA al 1% + 0,1% Tritén X100) por 4
minutos, respectivamente, en un volumen final de
200 pl. Posteriormente, se efectud el marcaje de
la actina con faloidina Alexa-546 (1:200) diluida en
PBS+ 9%BSA mediante incubacion en una cdmara
humeda durante 30 minutos. Los cubre-objetos
se fijaron utilizando la resina Fluoromount-G vy las
muestras se analizaron utilizando un microscopio
invertido de tipo ‘wide-field' con luz blanca y con
fluorescencia roja (546 nm).

Resultados

La eficiencia de la inactivacion de TPM y NEDD?9 en
células Hela se corrobord mediante transferencia
a membrana de vinilideno, resuftando en la elimina-
cion de una banda cercana a 37 kDa en el caso de
TPM (figura |A) y una banda entre 100 y 150 kDa
en el caso de NEDD9 (figura 2A). El resultado de
la reduccidn en la expresidn de TPM se asocia a
una reduccion del 61% (£31) en el porcentaje de
invasion de L. monocytogenes EGDe PrfA* respecto
al inoculo (figura | B). Para investigar si este resultado
es especifico a la cascada de sefializacion InIB-Met
utilizada por L. monocytogenes en células Hela, se
estudié en paralelo el efecto de la inactivacién de
TPM en la entrada de otros dos patdgenos intra-
celulares: Escherichia coli expresando la invasina de



Yersinia pseudotuberculosis, y Salmonella typhimurium;
como se puede observar en la Figura 1B, la inactiva-
cion de TPM también reduce en forma significativa
(59% +26 vy 41% £29, respectivamente) la entrada
de estas dos bacterias en células Hela. En contraste,
la inactivacion de la proteina adaptadora NEDD9
conduce solo a una leve reduccién, no significativa,
de la entrada de los tres patdgenos intracelulares
estudiados: 22% =+ 13 en el caso de L. monocytogenes
EGDe PrfA* 13% 16 en caso de E. coli + invasina
y 29% £19 en el caso de S. typhimurium (figura 2B).

Para comprender el mecanismo molecular respon-
sable de la reduccidn en la entrada de patdgenos
durante la inactivacion principalmente de TPM, se
estudié el impacto de esta inactivacion en la distri-
bucién del citoesqueleto de actina, un componente
critico durante el proceso de invasidon celular por
patdégenos bacterianos. La inactivacion de TPM
conduce a una modificacidn dréstica en el ndmero,
estructura y direccionalidad de las fibras de estrés
de actina con respecto a células control: mientras
que en células control estas fibras estan amplia-
mente distribuidas en el citoplasma, son alargadas y
siguen globalmente una misma direccidn, en células
carentes de TPM hay una disminucién importante
en la densidad de fibras de estrés, y en aquellas
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fibras que permanecen se observa una menor longi-
tud y menor organizacidn espacial; en forma conse-
cuente, la morfologia de células carentes de TPM es
mds poligonal. La inactivacién de NEDD9 conlleva
igualmente a la aparicién de células poligonales,
pero la densidad de fibras de estrés es mayor que
en células carentes de TPM, aunque la organizacion
de las mismas parece alterada (figura 3).

Discusion

En este trabajo se compard la infeccion de células
Hela por parte de L. monocytogenes, con la invasion
del enteropatdgeno S. typhimurium y con la entrada
de una cepa de E. coli que expresa la invasina de
Y. pseudotuberculosis. Tanto L. monocytogenes como
E. coli + invasina utilizan receptores de membrana
en células Hela (c-Met y Bl-integrina, respectiva-
mente) para activar cascadas de sefializacion que
conducen a un cambio local del citoesqueleto de
actina, permitiendo la entrada de estas bacterias en
las células hospedero (Cossart & Sansonetti, 2004;
Pizarro-Cerda & Cossart, 2006). S. typhimurium,
por el contrario, utiliza un sistema de secrecién de
tipo Ill que permite a la bacteria inyectar protefnas
efectoras en el citoplasma de la célula huésped,

M siARN Control
OSIARN TPM

*

Salmonella

EGDe PrfA* typhimurium

Figura |. Comportamiento de la invasidon bacteriana en células Hela inactivadas para TPM. A. Resultado de la

transfeccion de siARN TPM y siARN control en la expresion de la proteina TPM. B. Porcentajes de invasion de las

bacterias L. monocytogenes EGDe PrfA*, E.coli + invasina y S. typhimurium en células control y células con inactivacién

de TPM. Prueba de t-Student: *p<0,05.
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Figura 2. Comportamiento de la invasién bacteriana en células Hela inactivadas para NEDD9. A. Resultado de la
transfeccion de siARN NEDD?9 y siARN control en la expresidn de la proteina NEDD9. B. Porcentajes de invasién de
las bacterias L. monocytogenes EGDe PrfA*, E.coli + invasina y S. typhimurium en células control y células con inactivacién
de NEDD?.

siARN TPM

SiARN NEDD9

Figura 3. Immunofluorescencia de actina celular marcada con faloidina en células Hela sin inactivacién de proteinas
(siARN Control), células inactivadas para la proteina TPM (siARNTPM) y células con inactivacién de la proteina NEDD9

(sSIARN NEDD9). Imagen tomada con objetivo 100X.

manipulando rutas de sefializacién desde el interior
de la célula que conducen a rearreglos masivos del
citoesqueleto de actina que también conducen a
la internalizacion del patégeno (Pizarro-Cerda &
Cossart, 2006).

Nuestro trabajo muestra que la inactivacion de
TPM mediante la técnica de transfeccion de siARNs
disminuye en forma significativa la entrada tanto de
L. monocytogenes como de S. typhimurium y de E.
coli + invasina en células Hela (figura I). Como se
ha mencionado anteriormente, estas tres bacterias

invasivas, a pesar de activar cascadas de sefalizacion
distintas, coinciden en una manipulaciéon molecular
del citoesqueleto de actina para lograr modificar
la membrana plasmética y favorecer su internaliza-
cidn en células huésped. Los resultados expuestos
anteriormente sugieren que la inactivacion de TPM
modifica una cascada global de sefializacion comun
a estos tres patdgenos, probablemente ligada al
control del citoesqueleto de actina. En efecto, TPM
es una proteina citoplasmdtica de 32 kDa, de la
cual existen cinco isoformas que regulan, estabili-



zan y reorganizan los filamentos de actina (Kubo
et al, 2012). El andlisis de la morfologfa celular y la
distribucion del citoesqueleto de actina en células
carentes de TPM indican que la inactivacién de
esta proteina conduce a la aparicién de células
con morfologia mas poligonal en comparacion con
las células control, en las cuales las fibras de estrés
practicamente desaparecen o presentan una impor-
tante desorganizacién vectorial (Figura 3); dentro
de este contexto, es posible sugerir como hipdtesis
que estos cambios estructurales en células Hela
podrian estar asociados a un defecto mayor en la
capacidad de rearreglos de la membrana plasméti-
ca que impide la internalizacién de patégenos tan
distintos como L. monocytogenes, S. typhimurium o E.
coli + invasina.

Los resuftados obtenidos con la proteina NEDD9
indican que esta hipdtesis requiere un andlisis mas
detallado. NEDD9 es una proteina de 93 kDa ubica-
da tanto en el ndcleo como en el citoplasma celular,
y se considera como una molécula reguladora de la
migracion celular y de la dindmica de las adhesiones
focales en asociacién a las integrinas (Aquino et al.
2009, Zhong et al, 2012). La inactivacion de NEDD9
provoca, al igual que en el caso de la inactivacién de
TPM, cambios importantes en la morfologia celular y
en la distribucién de filamentos de actina (Figura 3).
La carencia de NEDD9, sin embargo, no afecta en
forma significativa la entrada de los tres patdgenos
bacterianos utilizados en este trabajo, a pesar de
que se observa una leve reduccién en la entrada de
L. monocytogenes vy S. typhimurium en células Hela
inactivadas comparadas con células control (figura
2).Un examen detallado del citoesqueleto de actina
en células carentes de TPM y NEDD9 sugiere que la
densidad de fibras de estrés es menos importante
durante la inactivacién de TPM (figura 3), lo que
podria estar directamente asociado a la disminu-
cion en la invasion celular, pero una cuantificacion
objetiva de la distribucién y densidad de estas
estructuras con el uso de programas de andlisis de
imédgenes como Image] o Icy (de Chaumont et al.
2012, Schneider et al. 2012) es necesario para poder
establecer conclusiones definitivas.

Mientras que NEDD9 modifica la distribucidn de los
filamentos de actina en forma indirecta, TPM tiene la
capacidad de regular directamente la organizacion
de estas estructuras. El uso de técnicas bioquimicas
como la inmuno-precipitacién o técnicas microsco-
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picas como el andlisis de distribucidn y colocalizacidn
de proteinas citoplasmaticas, permitird identificar los
efectores moleculares activados en las cascadas de
sefalizacién manipuladas por L. monocytogenes, S.
typhimurium y E. coli + invasina que podrian interac-
tuar directamente con TPM durante los procesos
de rearreglo de la actina celular; favoreciendo la
comprension de la contribucidn de esta molécula al
proceso de invasidn bacteriana y modificacién de las
propiedades estructurales de la membrana celular.
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