Aunque se conoce que en el proceso de emsamblamiento del pili F -
estan involucradas 14 proteinas, solo se conoce la funcién de dos
de ellas, los productos de tra A ¥y tra Q. El gene tra A es el ge
ne estructural de da pilina F y codifica para un polipéptido de -
13,000 daltones el cual en su extremo amino terminal lleva una se
cuencia de aminoacides conocida como "peptido senal', esta por——-
cién es excindida. durante su transito a través de 1a membrana ge-
nerando un polipéptido de 7,000 daltones. Este evento conocido co
mo procesamiento es catal;zado por una proteasa especifica que es
el producto del gene tra Q.

El andlisis genético ha revelado un alto grado de homologia en 1la
regién del operdn tra entre los plasmidos que pertenecen a los -
grupos ' de incompatibilidad IncF.

Los genes del operon tra del F y plasmidos relacionados de acuer-
do a sus funciones pueden ser divididos en cinco grupos principa-
les:
l.-tra ALEKBVWCUFQHG : responsables de la bio-
sintesis del pilus.

tra N G : estabilizacidén de las parejas conjugantes.
tra;S T : exclusién de superficie.
oriT, tra M Y D I Z : metabolismo conjugacional del DNA.

fin O P, tra'J y el promotor p._: involucrados en la re-
gulacioén del operdn.

La regulacidén del operén tra es complejo, el producto del gene --
tra J es un regulador positivo del operén completo, el cual solo -
se transcribe en su presencia; pero tres genes adicionales determi
nan la sintesis del producto de tra J, estos son los genes tra 0,-
fin O y fin P. Cuando estén presentes los productos génicos de -
fin O y fin P estos se asocian con el gene tra 0 conduciendo a un-
bloqueo en la transcripcién del gene tra J, de esta manera los pro
ductos genicos de fin O y fin P actan como reguladores negativos—
cooperativos, ya que en estas circunstancias el operon tra no se -
transcribe reprimiendose asi la sintesis del pilus, el mecanismo -
descrito anteriormante se ilustra en la Figura 5.
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Fig. 5. Regulacitn del operdn tra.
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VARTACION DE FASE: Los primeros estudios sobre las fimbrias demostraron gque-

las células fimbriadas de una misma cepa podian existir también-
en un estado no fimbriado. Esta alternancia fenotipica se denomi
ndé variacion de fase. Cada fase pyede cambiar espontaneamente a
la otra a una tasa promedio de 10 bacteria/generacidén, pero ——
varia segun la cepa y condiciones ambientales. La fase fimbria-
da es seleccionada por cultivos estaticos en caldo, en tanto que
el estado no fimbriado se obtiene por subcultivos seriados en me
dio sd6lido.

Este caracter metaestable de la expresidn del fenotipo fimbriado
ha sido analizado a nivel genético habiéndose determinado que es
td regulado a nivel de transcripcidén. El mecanismo molecular in
volucra la existencia de un segmento pequernio de DNA de 300 pares
de bases colocado en la vecindad de la region promotora del gene-
pil A. Este elemento es de indole invertible, y su inversién -
es el interruptor gque controla la transcripcidon del gene pil A.
En la fase fimbriada (ON), el promotor estéd orientado en la mis-
ma direccidn que procede la transcripcion del gene pil A, tal co
mo se muestra en la Figura 6. Al invertirse, el promotor se ——-
orienta en direccidén opuesta a la de la transcripcidén blogueando
este proceso y en consecuencia la sintesis de pili tipo 1 por lo
que las células se encuentran en el estado no fimbriado (OFF)

promotor

OFF — 1T K+ — P

X
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Fig. 6. Mecanismo molecular de la variacion de fase finbrial. En la
figura superior se muestra 1la region pil y en los esguemas-
inferiores se ilustra agrandado la regidn invertible dentro
del promotor de pil A en sus dos crientaciones que originan
el estado ON (fimbriado) y el estado (FF (no fimbriado) en-
E. coby.




Este fendémeno incrementa la virulencia de las bacterias patége--
nas fimbriadas ya que les permite evadir los mecanismos de defen
sa del hospedero. Cuando estos organismos se encuentran sobre —
la superficie de las mucuosas presentan fimbrias para adherirse-
fijamente, pero al invadir tejidos mas profundos se desprenden -
de sus apéndices adhesivos para evitar su asociacidén con células
fagociticas del sistma de vigilancia inmunolégico.

MORFOGENESIS DE LAS FIMBRIAS: Las proteinas extracelulares localizadas en el

espacio periplasmico o en la membrana externa deben ser transfe-
ridas desde el sitio de sintesis hasta su destino final a través
de la membrana plasmatica, por ello son sintetizadas como precur
sores que llevan un '"peptido sefial" en su extremo amino terminal
el cual permite su secreccién, sin embargo, tras las etapas de -
traduccidon y excreccidn simultaneas, el precursor sufre un proce
so de maduracidn consistente en la eliminacidén del peptido sefial
generandose una molécula polipéptidica de menor peso molecular.

Los protémeros que constituyen las fimbrias son proteinas de ex-
portacidén sujetas a este procesamiento, son sintetizadas como —--
polipéptidos precursores de 19,000 daltones los cuales maduran -
al ser secretados generando las subunidades fimbriales de 17,000
daltones. Tras su transito a través de la membrana interna las
moléculas se ensamblan ya sea en el espacio periplasmico o sobre
la superficie de la membrana externa para formar las fimbrias,-
pero, ;como' es el mecanismo de ensamblamiento de las fimbrias?
¢(las moléculas recién sintetizadas son incorporadas en la base o
en la punta de los apéndices en crecimiento?.

En 1987, M. A. Lowe y colaboradores abordaron este problema, pre
pararon anticuerpos monoclonales antifimbria y los conjugaron --
con particulas de oro de diferente didmetro. A un cultivo de cé
lulas fimbriadas de Escherichia coli les removieron mecanicamen-
te sus apéndices y se les permitid regenerarlos incubszndolos du-
rante un breve periodo de incubacién. Enseguida adicionaron los
anticuerpos conjugados con particulas de oro de 20 nm y reanuda-
ron la incubacién después de eliminar los anticuerpos no ligados
A diferentes intervalos de tiempo afiadieron los anticuerpos con-
Jugados con particulas de oro de 10 nm y mediante microscopia —-
electrdonica se analizé el patrén de ensamblamiento de las subunl

dades recién sintetizadas de acuerdo al doble patrén de marcaje-
esperado.

Su analisis reveld que las fimbrias regeneradas asociaban las —-
particulas de oro de 10 nm en su base, en tanto que las particu-
las de 20 nm se fijaban en la punta de los filamentos. Este pa—-
trénde marcaje indica que el crecimiento de las fimbrias es - -
basal, y que las subunidades de fimbrilina recién sintetizadas-
se ensamblan en la base de la fimbria en crecimiento. En 1la Figu
ra 7 se esquematiza el experimento mencionado. No obstante que:
da por precisar el mecanismo exacto del ensamblamiento. Los auto
res de este articulo proponen dos hipétesis respecto a la polimg
rizacion del apéndice fimbrial. Una posibilidad propone que las
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Fig. 7. Demostracién del crecimiento basal de las fimbrias in vivo.Células

defimbriadas de E. coli (A) se les dejo regenerar parcialmente sus -
fimbrias (B), se adicionaron anticuerpos conjugados con particulas —
de oro de 20 nm (C) y los filamentos fimbriales fueron marcados con-
el anticuerpo especifico (D), se incubd durante cierto tiempo para -
permitir que las fimbrias siguieran creciendo (E) y luego se adicio-
naron anticuerpos conjugados con particulas de oro de 10 nm (F) y se
examind al microscopio el patron de marcaje (G).

que las subunidades una vez que llegan al espacio periplasmico -
se asocian formando oligémeros de 2 o 3 subunidades los cuales -
son  transferidos a la membrana externa para adicionarse al fila-
mento en crecimiento; alternativamente, las subunidades indivi--
duales son las que sufren este proceso. Posteriores investigacig
nos esclareceran el mecanismo exacto.

ha demostrado que 1la pro

duccidon de fimbrias K99 en E. coli esta sujeta a represién cata-
bélica por glucosa. Cuando las células se hacen crecer durante—
2.5 horas en Caldo Soya Tripticasa exento de glucosa, los nive--
les de K99 fueron muy bajos, pero cuando la glucosa se adiciona-
ba a una concentracién del 0.15% la producciénde apéndices fué -
maxima; si la concentracidén de aziicar se incrementaba por arriba
del 0.15% la sintesis de fimbrias K99 se reprimia. Esta repre——
sidn era revertida por la adicién de AMP ciclico sobretodo cuan-
do se empleaban concentraciones 0.5mM del nucleétido.

FACTORES QUE AFECTAN LA EXPRESION DE FIMBRIAS: Se ha observado que uno de -

los factores que afecta la produccién de fimbrias K99 en E.coli-
es la fuente de carbono en la que se desarrolla, la glucosa al -
0.15% favorece una produccién méxima, aunque el glicerol al 1% -
ofrece un efecto estimulatorio superior.

La expresidn de estos apéndices es dependiente también de 1la tem
peratura de incubacidn, siende favorecida a 37°C pero no a 18°C-
para el caso de las fimbrias K99.

Adicionalmente, el pasaje de una célula fimbriada 'a traves de -
medios liquidos agitados estimula la produccidén de fimbrias K99.




FUNCIONES DE LAS FIMBRIAS: Las fimbrias tienen funciones adherentes y pa-
recen ser un mecanismo para la colonizacién de tejidos epite-- PROPIEDADES ANTIGENICAS: Las fimbrias so
liales en hospederos eucaridticos por lo que juegan un papel -
crucial en la patogénesis bacteriana. En Neisseria gonorrhoeae
las fimbrias adhieren a las bacterias a las células epitelia——
les del tracto urogenital humano contribuyendo a incrementar -
su virulencia. Algunas cepas enterotoxigénicas de E. coli pre
sentan diversos tipos de fimbrias como las K88, K99, CFA/I, =
CFA/II, 987P o F41 que les permiten adherirse y colonizar el -
epitelio intestinal del hombre y animales domésticos como cer-
dos, bovinos u ovinos.

n los principales antigenos de su-
perficie, los anticuerpos en contra de ellos reducen o previe-
nen la infeccidén; este hecho ha desencadenado la produccién de
vacunas contra patdgenos fimbriados para tratar de conferir al
hombre y animales domésticos una inmunidad protectora. Inclusi
ve a nivel genético se ha discutido el manejo que permita coin
sertar dos o mas genes estructurales de subunidades fimbriales
en un mismo hospedero compatible lo que resultaria en la forma
cion de fimbrias hibridas o mixtas sobre su superficie con las
que se podria obtener una preparacién polivalente contra mas -
En Pseudomonas aeruginosa las fimbrias polares y retractiles - de un serotipo o mas alGn, contra més de una especie.
son responsables de un tipo de movimiento primitivo conocido -
como movilidad contrdctil ("twitching motility"), pero no es—
tan involucradas en la conjugacion bacteriana como puentes de-
transferencia de material genético. AGREGACION Y FORMACION DE PELICULAS: La adhesividad conferida por las fim—-
brias permite la asociacién entre las mismas células cuando és-
tas crecen en medios de cultivo liguido bajo condiciones estati
cas, al agotarse el oxigeno disponible las células se adhieren-
entre si formando peliculas sobre la superficie del caldo de -
cultivo. Esta capacidad ha sido observada en organismos fim---
briados como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella
Ademas de las propiedades adherentes, las fimbrias muestran - flexneri, Enterobacter sp. Ya se mencionb anteriormente que al
otro tipo de cualidades como son: gunas bacterias del suelo como Pseudomonas aeruginosa, Pseudomo-
nas rhodos, Agrobacterium luteus y Rhizobium lupini forman peli
PROPIEDADES HEMAGLUTINANTES: La aglutinacidn de eritrocitos ocasionada por culas en forma de estrella.
las fimbrias se debe a que éstos sobre su superficie —-
presentan receptores especificos, generalmente glicolipidos --
que contienen manosa. Dado que la interaccién entre las fim—- . ADSORCION DE FAGOS: Los pili sexuales F e I estan involucrados especifica—-
brias bacterianas y sus receptores es altamente especifica, el mente en la transferencia de material genético durante la conju
conocimiento de la naturaleza quimica del receptor permitird - gacion.y rnio estan involucrados en propiedades adhesivas, pero -
fabricar compuestos gquimicamente andlogos que se puedan emplear adicionalmente actian como receptores de fagos, los cuales por-
como farmacos para combatir infecciones causadas por organis—-— su caracteristica de unirse a estos apéndices se les ha denomi-
mos fimbriados. Como hicimos notar en las clasificaciones de- nado andréfagos o fagos especificos de macho.
apéndices filamentosos dadas anteriormente, la hemaglutinacidn
puede ser sensible o resistente a manosa. ;
Algunas bacterias como Corynebacterium renale presentan fim——
brias incapaces de aglutinar eritrocitos.

Las fibrillas observadas en organismos grampositivos partici--
pan también en la adherencia bacteriana, su presencia se ha co
rrelacionado con propiedades adhesivas como son la congregacion
con otras bacterias, la agregacién salival, hemaglutinacién y-
adhesidn a particulas de hidroxiapatita recubiertas con saliva.

Los pili F sirven como receptores para fagoes esféricos que con-
tienen RNA como material genético, como son los fagos QB , f2 ,
M52, y para fagos filamentoso gue contienen DNA como son los fa
gos M13 y F1.

Respecto a lo anterior, recientemente se ha observado que mutan- Los pili sexuales I contienen receptorés para fagos de DNA como
tes de E. coli completamente fimbriadas fallan para aglutinar -- son los fagos IF1 e IF2. Estos dos tipos de apéndices pueden -
eritrocitos de cobayo; este hecho ha hecho evidente que la pre--
sencias de fimbrias tipo 1 no es suficiente para fijarse a un re
ceptor, sino que es necesario otro componente adicional al fila-
mento polimerizado; este componente se ha identificado como el -
producto del gene pil E. Se desconoce como participa esta molécu
la en la hemaglutinacién, se ha sugerido que esta proteina sea -
el verdadero componente adhesivo pero que requiere de la fimbria
para presentarse en una forma apropiada, pero tambie€h se ha su—-
puesto que actue indirectamente, confiriendo al monomero de pili
na tipo 1 la capacidad de unirse al receptor. b

ocurrir sobre la misma célula.
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