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Metilacion Dam, regulacion génica y patogénesis
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n el DNA de las Enterobacterias y de otros

grupos bacterianos, los residuos de adenina
que forman parte de sitios 5'-GATC-3' estan
metilados en la posicion N°. Un genoma como el de
Salmonella o el de Escherichia coli, con un 50% de
C+G, contiene unos 20.000 sitios GATC. La metilacion
de adenina (o metilacién Dam) es postreplicativa.
Durante la replicacion, la DNA polimerasa
introduce nucleétidos estandar, generando DNA
hemimetilado (metilado en la cadena molde,
desmetilado en la cadena de nueva sintesis). Este
DNA hemimetilado tiene una existencia muy
breve: la metiltransferasa Dam sigue a la horquilla
de replicacion a unas 6 kb de distancia, y metila
los sitios GATC hemimetilados producidos por la
replicacion.

La célula bacteriana usa la metilacion Dam
como un mecanismo de memoria espacio-
temporal, cuyas senales sirven para indicar donde
o cuando debe actuar una determinada funcién
celular (1). Por ejemplo, el estado de metilacion de
dianas GATC situadas en el origen de replicaciéon
indica cuando debe iniciarse la replicacién del
DNA y, en una etapa posterior, cuando deben
repartirse los cromosomas recién replicados a las
células hijas nacientes (2, 3). Tras la replicacion,
la hemimetilacion transitoria de los sitios GATC
indica cual es la cadena vieja y cual es la nueva, y
ello sirve para reparar en la direccion adecuada
los emparejamientos erréneos de nucleétidos
producidos por errores de replicacion. También se
conocen ejemplos de genes regulados por metilaciéon
Dam (4-6). En los casos mas simples, la trans-
cripcion del gen esta acoplada al ciclo celular, de
modo que el promotor sé6lo es activo en un
determinado estado de metilacién. Por ejemplo, el
promotor del gen de la transposasa de IS10 sélo es
activo en estado hemimetilado. En cambio,
el promotor principal de dnaA sé6lo es activo si
esta metilado. En otros promotores, la regulaciéon
transcripcional por metilacion es mas compleja,
debido a la posibilidad de bloquear la remetilacién
de sitios GATC mediante la unién de proteinas (7,
8). En la primera generacion, el bloqueo de la
metilacion produce DNA hemimetilado; tras dos
generaciones, se forma DNA desmetilado. En
algunos casos, se ha observado que el bloqueo de

la metilacion esta asociado a senales fisiologicas o
ambientales (7, 8). Como la metilacion afecta a la
estructura del DNA, el estado de metilacion de
sitios GATC criticos puede modificar la constante
de afinidad entre determinadas proteinas y sus
dianas en el DNA. Entre esas proteinas se encuentra
la RNA polimerasa, ademas de una serie de
reguladores transcripcionales como CRP, Lrp y
OxyR.

Uno de los ejemplos mejor estudiados de
regulaciéon génica por metilacion Dam es el operén
pap de estirpes uropatogénicas de E. coli (9). El
operon pap rige la sintesis de fimbrias implicadas
en la adhesion al epitelio del tracto urinario y
tiene una regulacion compleja, cuyo funciona-
miento ha sido descifrado con elegancia y detalle
por el grupo de David A. Low, de la Universidad de
California en Santa Barbara (UCSB). La transcrip-
cion de pap esta regulada por un mecanismo de
cambio de fase, en el que un elemento clave es el
estado de metilacion de dos sitios GATC situados
corriente arriba del promotor (9). Un regulador
global de la transcripcion, la proteina Lrp, deter-
mina el estado de metilacién de dichos sitios, y en
definitiva el acceso de la RNA polimerasa al pro-
motor (9). Como consecuencia, la metilacion Dam
regula la frecuencia de cambio de fase en el pro-
motor pap.

Otro operén de fimbrias regulado por metilacion
Dam es el operon tra del episoma F y de otros
plasmidos del mismo grupo de incompatibilidad
(10). En este caso, la funcion de la metilacién Dam
consiste en reprimir la transcripcion de tra, y por
tanto la transferencia del plasmido. La metilacién
no regula la transcripcion de tra, sino la del gen
regulador finP (10). Este gen, que sélo es activo en
un fondo Dam’, especifica un RNA antisentido que
reprime la conjugacion. El significado fisiolégico de
la represiéon de la conjugacion por metilacién Dam
se desconoce, pero los indicios apuntan hacia un
mecanismo que regula la sintesis del pelo sexual
como respuesta a condiciones fisiolégicas o a sena-
les externas (10).

Dos articulos recientes han mostrado que la
metilacion Dam es esencial para la virulencia en
Salmonella typhimurium, abriendo un nuevo
campo de investigacién cuyo alcance aun
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desconocemos (11, 12). Experimentos de infeccion
de ratones han mostrado que los mutantes Dam-
de S. typhimurium son avirulentos, tanto si se
administran por via oral como por via intraperitone-
al. La disminuciéon de la virulencia debida a la
carencia de metilacién es espectacular: la DLso de
un mutante Dam™ es 1.000-10.000 veces mayor
que la de la estirpe silvestre (11, 12). Un rasgo ines-
perado de los mutantes Dam™ de S. typhimurium es
su capacidad para persistir, aunque en numero
bajo de células, en el higado y el bazo de los ani-
males infectados. Ello los convierte en una vacu-
na ideal (11, 12). La asociaciéon entre metilacién
Dam y virulencia también plantea la posibilidad
de disenar farmacos dirigidos contra la metilasa.
Un farmaco que inactivara la enzima eliminaria la
virulencia, y en principio deberia ser inocuo para
el hospedador, ya que el DNA de los vertebrados
no contiene cantidades detectables de adenina
metilada.

Como las mutaciones dam son pleiotrépicas, la
relacién entre metilacion Dam y virulencia no es
obvia ni facil de desentranar. Experimentos
realizados por Francisco Garcia del Portillo y Graciela
Pucciarelli en el Centro de Biologia Molecular "Severo
Ochoa" (CSIC-UAM, Cantoblanco), en colaboracion
con mi laboratorio, han mostrado que los mutantes
Dam™ de S. typhimurium tienen disminuida la
capacidad para invadir células epiteliales (12).
Como dicha capacidad esta relacionada con la
secrecion de proteinas, el paso siguiente consisti6
en investigar si los mutantes Dam™ de S. typhimurium
presentaban defectos de secrecion. Los resultados
superaron todas las previsiones: los patrones de
proteinas secretadas son diferentes en fondos
genéticos Dam® y Dam, y los mutantes deficientes
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en metilaciébn secretan cantidades menores de
algunas proteinas relacionadas con la invasién.
También secretan una serie de proteinas descono-
cidas que no aparecen en el extracto de la estirpe
silvestre (12). Ademas, ensayos en asas de ileon
han indicado que los mutantes Dam™ no son
citotoxicos sobre las células M de las placas de
Peyer (12).

1 grupo de Michael J. Mahan, de la UCSB, ha

obtenido otro tipo de indicios que pueden
ayudar a definir la relacion entre metilacién Dam
y patogénesis. Segiin Mahan, al menos veinte
genes de Salmonella que se activan durante la
infeccion estan corregulados por metilacion Dam
y por PhoP, una proteina de union al DNA que
regula la transcripcion de numerosos genes de
virulencia en Salmonella (11). Es posible que algu-
nos de los genes reprimidos por Dam descritos por
Mahan codifiquen las proteinas secretadas que
Garcia del Portillo y colaboradores han detectado
en mutantes Dam- (12). El aumento en la secrecion
de determinadas proteinas puede ser un factor
clave en la pérdida de virulencia, ya que la
presentacion incontrolada de multiples antigenos
al sistema inmune puede facilitar la respuesta del
hospedador.

demas de Escherichia y Salmonella, muchos

otros géneros del grupo alfa de las Proteobac-
terias tienen metilacion del DNA (13). En
Caulobacter, la metilasa CcrM, que metila la adeni-
na en las dianas 5'-GANTC-3', regula el ciclo celu-
lar y es esencial para la viabilidad de la célula
(14). Mahan ha sugerido la posibilidad de que,
ademas de Salmonella, otras bacterias patogenas
tengan genes de virulencia regulados por metila-
cion del DNA. Algunos candidatos son los géneros
Shigella, Yersinia, Haemophilus, Vibrio y
Treponema, todos los cuales poseen metilasa Dam
(11). Es posible que la metilacion del DNA bacte-
riano nos depare grandes sorpresas en los proxi-
mos anos.
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