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RESUMEN

RESUMEN

La dificultad para el control de enfermedades transmitidas por alimentos y el
incremento en la resistencia bacteriana a los antibioticos han llevado a la
blusqueda de nuevas alternativas para la prevencion y tratamiento de este tipo de
enfermedades. El empleo de bacterias acido lacticas (BAL) para prevenir la
contaminacion de alimentos con bacterias patdégenas se ha usado por muchos
afios. El mejor conocimiento de la amplia gama de sustancias con actividad
antibacteriana que producen lleva a usarlas en nuevas aplicaciones. Un ejemplo lo
constituyen las enzimas peptidoglucano hidrolasas (PGH), que hidrolizan el
peptidoglucano de la pared celular bacteriana causando la lisis celular. En la BAL
P. acidilactici ATCC 8042 se han reportado dos proteinas con actividad de PGH,
de 110 y 99 kDa. Sus propiedades bioguimicas se desconocen, por lo que es
necesario purificarlas. La proteina de 110 kDa presenta una region conservada
similar a un trasportador de tipo ABC, que tiene un caracter hidrofébico; en tanto
en la proteina de 99 kDa se reconocen secuencias con funcion de amidasa,
glucoamidasa y una region rica en L-asparagina que le confiere un caracter

hidrofilico.

En el presente trabajo se tratdé de aprovechar estas diferencias para separar
a estas dos proteinas por medio de técnicas cromatograficas. A partir de un
sistema de concentracion por ultrafiltracion se obtuvo una fracciéon semipura. Al
pasarla por las columnas hidrofébicas, se encontr6 que las enzimas sufren
degradacion al interaccionar con los diferentes ligandos empleados, pero
determinadas regiones conservan actividad litica. Se realizdé una caracterizacion
bioquimica preliminar empleando técnicas zimograficas para detectar diferencias
de comportamiento entre las dos proteinas. La maxima actividad litica ocurrié a
37°C y a un pH de 4, el compuesto que inhibié la actividad litica de la fraccién
proteica fue EDTA y ésta no se ve afectada drasticamente por lo iones Ca**, Mg?*
y Zn**. No se logré detectar alguna diferencia entre las dos bandas. La fraccién

semipura presento actividad de muramidasa y endopeptidasa.
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|. INTRODUCCION

1.1 Salud y alimentacion

La alimentacion es una actividad basica del hombre, la cual est4
estrechamente vinculada con el estado global de salud de los individuos. Por
medio de los alimentos se obtienen todos los nutrientes esenciales que aportan
tanto elementos estructurales como energia al cuerpo, necesarios para el 6ptimo
desarrollo y mantenimiento celular. La preocupacion entre la relaciéon alimentaciéon
y salud es cada vez mayor entre los consumidores, no sélo por el creciente
consumo de alimentos poco nutritivos, sino por la falta de inocuidad en los
alimentos que se consumen. Un problema grave extendido a nivel mundial es la
incidencia de enfermedades debidas al consumo de alimentos contaminados con

microorganismos patdgenos (Herrera-Monteache et al., 1999).

1.2 Enfermedades asociadas a alimentos

Las enfermedades asociadas al consumo de los alimentos contaminados,
se han denominado Enfermedades Trasmitidas por Alimentos (ETA’s) y se definen
como cualquier sindrome originado por la ingestién de productos alimenticios que
contengan agentes patdgenos en cantidades tales que afecten la salud del
consumidor, a escala individual o como grupo poblacional. Tales padecimientos no
s6lo ocasionan dafo a la salud, sino emocional y econémico (gastos médicos)
(Bravo, 2004). Los agentes responsables de dichas enfermedades son bacterias,
virus, hongos, parasitos, toxinas, sustancias quimicas, metales y sustancias que
pueden provenir de herbicidas o fertilizantes. Se han descrito mas de 250
enfermedades diferentes trasmitidas por alimentos y los sintomas varian
dependiendo del agente causal y de la dosis en la que esta se presente (Rosas y
Acosta, 2001). Estas enfermedades se han clasificado como infecciones,
intoxicaciones y toxiinfecciones (Bravo, 2004).



INTRODUCCION

Las infecciones alimentarias se producen por la ingestion de alimentos que

tienen cuentas elevadas de microorganismos patdgenos, tales como bacterias,

virus, hongos, protozoarios y helmintos que pueden desarrollarse en el intestino

con la consecuente alteracion de su funcionamiento. La tabla 1 muestra algunos

ejemplos de microorganismos causantes de enfermedades asociadas a alimentos.

Tabla 1. Ejemplos de diferentes patégenos que causan ETA’s (Tomado y adaptado de Mead,

1999)
Tipo de Bacterias Paréasitos Virus
patégeno
Campylobacter spp. Cryptosporidium parvum | Virus parecidos al
_ Norwalk
Salmonella spp. Cyclospora cayetanensis
o ) Rotavirus
Staphylococcus spp. Giadia lamblia
- . . Astrovirus
Clostridium perfringens Toxoplasma gondii
) o ) o o Virus hepatitis A
Ejemplos Escherichia coli Trichinella spiralis

Shigella spp.
Listeria monocytogenes
Yersinia enterocolitica

Vibrio spp.

Las intoxicaciones alimentarias se producen por la ingestién de toxinas que

se encuentran en tejidos de plantas o animales o que derivan de la actividad

metabolica de microorganismos presentes en el alimento. La toxiinfeccion

alimentaria ocurre como resultado del consumo de un alimento con niveles

elevados de microorganismos que, después de ser ingeridos, producen toxinas

causantes de la enfermedad (Bravo, 2004).
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Los agentes mas frecuentes de ETA’s son de origen bacteriano (OMS,
1995) ya que se pueden propagar rapidamente y, en la mayor parte de los casos,
causan enfermedades diarreicas que pueden ir desde leves a severas con
complicaciones graves, como son la colitis hemorragica, infecciones de la sangre,

meningitis, insuficiencia renal, entre otras (www.fda.qov). Las especies

bacterianas que mayor incidencia presentan son Salmonella enterica Enteritidis,
Salmonella enterica Typhimurium, Staphylococcus aureus y E. coli enteropatégena
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli difusamente
adherente (DAEC) (Romero y Herrera, 2002)

1.3 Tratamiento de enfermedades trasmitidas por alimentos

El proceso generalmente empleado en el tratamiento de estas
enfermedades infecciosas es el uso de antibitticos, los cuales son sustancias
quimicas producidas por diferentes especies de microorganismos que en
concentraciones bajas inhiben el crecimiento de bacterias y de hongos (Jawetz,
1989).

1.4 Clasificaciéon de los antibioticos

La clasificacion mas usada de los antibioticos es la que se basa en el
mecanismo de accion, es decir, se ordenan en funcién del dafio que causen a una
estructura celular vital o por la inhibicion de una funcion esencial (figura 1 y tabla
2).

Se clasifican en 4 principales grupos:

1) Antibidticos que inhiben la sintesis de la pared celular

2) Antibiéticos que alteran permeabilidad de la membrana celular
3) Antibidticos que interfieren en la sintesis de proteinas

4) Antibidticos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos
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Figura 1. Clasificacion de los antibiéticos en funcién del mecanismo de accién. (Tomado de Jackson
et al., 1998)
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Tabla 2. Clasificacion de los antibiéticos segiin su mecanismo de accién sobre la estructura

bacteriana (Tomado de Greenwood, 1992).

Mecanismo de accidon Antibidtico

Penicilinas
Inhibicidn de sintesis de pared celular | Cefalosporinas
Vancomicina

Tercoplanina

Bacitracina

Polimixinas
Lesion en la permeabilidad de la Colistinas
membrana celular Nistatina

Anfotericin B

Cloranfenicol
Tetraciclina
Inhibicion de la sintesis proteica Aminoglucosidos

Lincomicinas

Eritromicina

Quinolonas
Inhibicién de la sintesis de Sulfonamidas
acidos nucleicos Rifampicina

Trimetropin

1.5 Resistencia a antibidticos

El uso de estos agentes antimicrobianos ha sido un suceso importante ya
gue se han podido controlar las enfermedades infecciosas con una mayor eficacia.
En la actualidad se calcula que aproximadamente el 37% de personas que
presenta una infeccion reciben tratamiento con algun antibidtico (Serna et al.,
2011) por lo que en las ultimas décadas se han desarrollado numerosos
compuestos de esta indole. Sin embargo el uso indiscriminado de éstos es la

causa mas importante del desarrollo de resistencia bacteriana.
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Existe una clara correlacion entre el uso de antibiéticos y la prevalencia de
cepas resistentes (Budnitz, 2008). Un ejemplo de esto es el caso de S. aureus
resistente a meticilina (figura 2) el cual ha tenido un aumento considerable de las

cepas resistentes en los ultimos afos.

El problema de resistencia bacteriana crea una necesidad cada vez mayor
de nuevos farmacos, que a su vez perderan eficacia por el desarrollo de cepas
resistentes. En consecuencia, se encareceran los tratamientos médicos,
aumentara la incidencia de enfermedades infecciosas, con el consecuente

incremento en la estancia de pacientes en los hospitales (Wyatt et al., 1990).

MNumero de
muertes
2,500

2,000

1,500

1,000

S00 4

A0

1993 1995 1997 1999 2001 2003 2005

B No se especifica resistente M Eesistente

Figura 2. Incidencia de cepas de S. aureus resistentes a meticilina (Tomado de National Office of
Statistic Enaland at Wales. 2005).

1.6 Alternativas al tratamiento de enfermedades infecciosas

Dada la dificultad para el control y vigilancia de enfermedades infecciosas
provocadas por bacterias resistentes a antibiéticos, ha surgido la necesidad de
buscar y emplear nuevas alternativas para la prevencién y tratamiento de este tipo

de enfermedades.
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1.7 Enzibioticos

Recientemente se han demostrado que ciertas proteinas de bacteriéfagos
tienen actividad contra la pared celular bacteriana. Estas enzimas, llamadas
endolisinas (también conocidas como enzibi6ticos), se han utilizado para el
tratamiento y prevencion de infecciones principalmente por bacterias Gram
positivas. Los fagos producen estas endolisinas en la etapa final de ciclo viral tras
la infeccién a la bacteria. Una vez traslocadas a la pared celular, por lo general
mediante proteinas de membrana (holinas), estas enzimas se unen al
peptidoglucano y rompen los enlaces requeridos para su estabilidad, producen la
lisis de la bacteria y en consecuencia la liberacion de los fagos formados dentro de
la célula (figura 3).

Replicacién del virus

Infeccion

Mombrana

colular —
- Bacteria

Liberacién ,3\ f“’Q\ cicLoO LiTICO
de la progenie 2 /Q\
fagica /Q\ E\

CROSO! e

Lisina

Salida de la lisina
a la pared celular

Hidrdlisis de la pared celular

Figura 3. Esquema de ciclo litico de los bacteriéfagos (Tomado de www.madrimasd.org).

La actividad litica de estas endolisinas esta en funcién de la especificidad
en el sitio de corte del peptidoglucano (figura 4). Estudios recientes sobre
cristalografia y mecanismos moleculares han demostrado que estas enzimas
cuentan con dos dominios funcionales, uno de unién o anclaje a la pared celular y
otro médulo catalitico, que rompe los enlaces del peptidoglucano. Ademas, se ha
obtenido una idea sobre la organizacibn molecular y el mecanismo de

reconocimiento de estas enzimas fagicas en la pared celular.
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Tal es el caso de la lisina PlyB, la cual tienen actividad de muramidasa y
muestra potente actividad litica contra Bacillus anthracis ATCC 4342, cepa
productora de esporas de antrax (Porter et al.,, 2007). No hay estudios que
indiquen que las endolisinas ocasionen resistencia, ya que entre fagos y bacterias
el dominio de unién ha evolucionado a una molécula Unica que permite la
interaccion entre las enzimas liticas y la pared celular, por lo que podrian ser una
alternativa potencialmente segura para contrarrestar el problema de resistencia a
antibioticos (Fischetti, 2005).

Se han purificado a la fecha varias endolisinas fagicas y se han evaluado
como agentes antiifecciosos. En 2006 la FDA aprob6 una mezcla en spray de seis
fagos purificados que podrian ser utilizados como aditivo alimentario en carnicos,
especificos para matar a Listeria monocytogenes. Estos enzibidticos tienen un
amplio rango de aplicacion desde los tratamientos meédicos, agricultura vy
biotecnologia (Hermoso et al., 2007).

N-acetil muramil-L-alamna amidasa

N-acetil-p-D-muramidasa
N-acetil-p-D-glucosamuudasa
Endolisinas <

Endopeptidasa

L-alanil-D-glutamato endopeptidasa

© Transglicosilasa

@ SO H

Figura 4. Estructura de peptidoglucano en Streptococcus pneumoniae y sitios de corte de las
endolisinas. Peptidoglucano formado por cadena de alternadas de N-acetil-D-glucosamina
(GIcNAc) y éacido N-acetil-muramico (MurNAc). Acidos Teicoicos (TA), Fosforilcolina (PC). Los
diferentes enlaces hidrolizados por las endolisinas se indican con flechas. (Tomado y modificado
de Hermoso et al., 2007).
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La capacidad de las bacterias acido lacticas para producir sustancias
antibacterianas, aunado al hecho de que se han designado como bacterias
seguras o0 GRAS- Generally Recognized as Safe (Barbosa-Canovas et al., 1998)
ha llevado a que en el presente trabajo se proponga el uso de un metabolito
primario la BAL Pediococcus acidilactici ATCC 8042como medida preventiva de
contaminacion en alimentos. Esta cepa tiene gran importancia econdémica ya que,
de forma natural o afladida intencionalmente, desempefia un papel importante en
la fermentacién y maduracion de alimentos como los embutidos y quesos. Este
metabolito es una enzima con actividad antibacteriana y tiene un potencial de

aplicacion en empaque, soluciones desinfectantes, aditivos y conservadores.
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Il. ANTECEDENTES
2.1 Bacterias &cido lacticas
Una alternativa empleada para prevenir la contaminacion de alimentos por
bacterias patdgenas es el empleo de bacterias &cido lacticas durante su
procesamiento. Las bacterias acido lacticas (BAL) se utilizan como cultivos
iniciadores y para la bioconservacion de los alimentos. Tienen gran importancia
econdémica ya que desempefian un papel importante en la fermentacion de una
gran variedad de alimentos. Las actividades metabdlicas de las BAL no soélo
contribuyen al desarrollo de caracteristicas organolépticas deseables sino también
permiten conservar la inocuidad de la materia prima y aumentan la vida de
anaguel de los productos en los que se emplean (Barbosa-Canovas et al., 1998).
2.2 Compuestos sintetizados por BAL
a) Acidos orgéanicos. El resultado de la fermentacion de las hexosas por la via
heterofermentativa es una gama de moléculas organicas, que tienen
actividad antibacteriana, y las mas comunes son el acido lactico, acido
acético y acido propionico (figura 5). Se ha observado que ciertos acidos
débiles tienen mayor actividad antibacteriana a bajo pH que a un pH neutro.
Entre el acido acético y propionico, el primero es el inhibidor mas fuerte y
tiene un amplio espectro de actividad inhibitoria, pues actia sobre
levaduras, hongos y bacterias, mientras que el acido propionico ejerce un
fuerte efecto sobre levaduras y hongos. Esta fuerte actividad antibacteriana
de estos dos acidos puede explicarse en parte por su alto pK, comparado

con el acido lactico (Salminen et al., 2004).

COOH
/O | CH;
HBC_\/ S - X ] CHCOOH
or (|:H3 (‘l{_,()"“\ii.'. A
(A) (B) o

Figura 5. Acidos organicos. (A), Acido acético. (B), Acido lactico. (C), Acido propiénico.
b) Bacteriocinas. Son sustancias pequefias (no mayores a 30 kDa), de
naturaleza peptidica, lineales o circulares, que se pueden presentan en una

amplia gama de secuencias y con mecanismos de accién diferentes.
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Las bacteriocinas pueden ser reconocidas como antibioticos y algunas de
sus caracteristicas principales son: (a) se sintetizan en el ribosoma, (b) la
célula productora es inmune a éstas y (c) tienen un reducido espectro
bactericida, generalmente es posible que maten bacterias relativamente
cercanas a la cepa productora. Pueden usarse como “drogas blanco” hacia
patdgenos especificos sin interferir con la microbiota benéfica (Salminen et
al., 2004).

Ademas pueden limitar el uso de antibidticos en cierto grado y retrasar asi

la evolucidn de la resistencia a antibioticos (Nagel, 2007). Las bacteriocinas

pueden clasificarse en tres grupos segun Cotter et al., (2005) (tabla 3).

Tabla 3. Clase de bacteriocinas producidas por BAL (Cotter et al., 2005)

Clasificacion Descripcién Ejemplos
Clase I. bacteriocinas Incluyen lantibiéticos de uno o dos Nisina
gue contienen péptidos; mas de 11 subclases pueden
lantionina/lantibioticos ser incluidas

Clase Il. Es una clase heterogénea de pequerios Pediocina

Bacteriocinas que no

contienen lantionina

péptidos; incluye los tipos pediocina, de
dos péptidos, ciclicas y no pediocinas

de péptidos lineales

PA1,pediocina
AcH/PA-

1,enterocina

Bacteriolisinas.
Proteinas liticas no

bacteriocinas

Proteinas termolabiles y de peso

molecular alto

Enterolisina A

c) Proteasas. Las bacterias acido lacticas son conocidas por poseer una gran

variedad de enzimas proteoliticas, capaces de utilizar las proteinas como

una fuente de nitrdgeno para garantizar su crecimiento durante la

fermentacion.
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d)

La protedlisis es uno de los fendmenos mas importantes que contribuyen al
sabor y textura de productos carnicos madurados y de productos lacteos,
en el caso de estos ultimos la degradacién de proteinas lacteas genera
péptidos y amino&cidos precursores de compuestos de sabor y que también

pueden ser péptidos antimicrobianos.

Los péptidos antimicrobianos estan constituidos por cadenas cortas de
aminoacidos con caracteristicas hidrofébicas y carga positiva, o que les
permite alterar la bicapa lipidica de los microorganismos, causando una
modificacion similar a la producida por las proteinas de canal, lo cual
conlleva a la muerte de la célula debido a la pérdida de iones y sustancias
metabdlicas (Villaruel et al., 2004). Se han descrito péptidos originados a
partir de la hidrolisis de proteinas u oligopéptidos del lactosuero, como la
kappacina, fragmento del glicomacropéptido, caracterizado por poseer un
residuo fosforilado de serina (Ser) y por acumularse sobre la membrana
celular formando un poro anibénico, lo que lo hace un potente péptido
antibacterial contra bacterias Gram-positivas (Streptococcus mutans) y

Gram-negativas (Pseudomonas gingivalis y E. coli) (Rizello et al., 2005).

Peptidoglucano hidrolasas (PGH) son otro tipo de enzimas liticas algunas
de ellas son producidas por BAL, llamadas también autolisinas las cuales
hidrolizan los enlaces glucosidicos o peptidicos del peptidoglucano de la
pared celular de bacterias causando la lisis celular. Dependiendo del tipo de
enlace del peptidoglucano que hidrolicen, las PGH se pueden clasificar en:
N-acetilmuramidasas, (muramidasas), N-acetilglucoamidasas
(glucoamidasas), N-acetilmuramil-L-alanina amidasas (amidasas) Yy
endopeptidasas (figura 6). Se ha reportado que algunas bacterias poseen
autolisinas con mas de un tipo de actividad o diferentes autolisinas con la
misma actividad (Jstlie et al., 2007).
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Glucoamidasa | Muramidasa
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Figura 6. Clasificacion de PGHs dependiendo del enlace que hidrolizan en la pared celular (Tomado y
modificado de Lortal et al., 2005)

Un ejemplo de actividad de PGH se presenta en Lactobacillus pentosus. En
la fraccion extracelular la actividad fue detectada en la fase estacionaria de
crecimiento del microorganismo (16 h), que mostraron actividad en geles de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a los 31, 58 y 112, otra fraccion, la fraccion
citosdlica presentd actividad a los 31, 43, 58, 77, 95 y 112 kDa, concluyendo
probablemente que este tipo de enzimas se encuentran adheridas a membrana y
posiblemente tienen diferentes actividades que le confirieren mayor capacidad
litica (Cibik y Chapot-Chartier, 2004).

Otro ejemplo de PGH es la lisostafina, enzima estafilocéccica que tiene
actividad de endopetidasa, secretada por Staphylococcus simulans y que tiene
una alta especificidad sobre la pared celular de S. aureus, ya que rompe el enlace
de pentaglicina caracteristico del peptidoglucano en este microorganismo
(Fedorov et al., 2003). Actualmente la lisostafina es una enzima que es
comercializada y empleada en el sector de analisis microbiolégico. Se ha logrado
producir estas enzimas en algunas cepas del género Lactobacillus, lo que tiene un
efecto antimicrobiano sinérgico, muy util en la bioconservacién de productos
alimenticios (Turner et al., 2007). También se ha realizado estudios en la
produccion de esta enzima en vacas para evitar infecciones intramamarias (Wall et
al., 2005),
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2.3 Pediococcus acidilactici ATCC 8042

P. acidilacticic ATCC 8042 es una BAL Gram positiva, de la familia
Lactobacillaceae, tiene forma de coco y se agrupa en pares o tétradas siendo no
patogénica. Es homofermentativa usada en la preparacién de cultivos iniciadores,
se sabe que produce un efecto de bioconservacion en salamis (Llorente et al.,
1998). En esta cepa se han reportado enzimas con actividad de peptidoglucano
hidrolasa (PGH. Esta actividad se ha encontrado en diferente localizacion celular:
se reportd actividad intracelular a los 45, 110 y 116 kDa, la cual fue relacionada
con la autolisis del microorganismo, pues las cepas analizadas presentaron un alto
grado de autolisis después de 48 h de incubacion a 37°C (Mora et al., 2003).
Llorente y cols. reportaron actividad extracelular ya que detectan una banda muy
tenue a los 116 kDa en zimogramas utilizando M. lysodeikticus y S. aureus
(Llorente et al., 2008).

En un trabajo mas reciente se report6 actividad litica adherida a membrana
donde la mayor actividad fue detectada a las 8 h de crecimiento del
microorganismo y con un amplio espectro antimicrobiano contra diferentes
bacterias Gram positivas y Gram negativas (Velasco-Pérez, 2010). Tras diversos
intentos de identificacion, se encontraron dos proteinas con actividad litica en un
peso molecular aproximado de 99 y 110 kDa, con un total de aminoacidos de 927

y 1065 respectivamente (Garcia-Cano et al., 2011).

2.4 Proteina de 110 kDa

La secuencia de la proteina de 110 kDa (figura 7) corresponde a una
proteina putativa del mismo peso molecular presente en el genoma de P.
acidilactici 7_4, con funcién desconocida y que contiene una region conservada de
trasportador tipo ABC (Garcia-Cano et al., 2011).
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Figura 7. Secuencia de la enzima de 110 kDa presente en el genoma de P. acidilactici 7_4. Funcién

desconocida con region conservada a un trasportador ABC (linea roja) y region de alta hidrofobicidad

(secuencias en negritas).

2.5 Proteina 99 kDa

Para la proteina de 99 kDa se reconocen regiones con funcion de amidasa,

glucoamidasa y ademas regiones muy conservadas de union a carbohidratos y

una regién de unién a Zn?* (figura 8).
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Figura 8. Secuencia de la enzima de 99 kDa presente en el genoma de P. acidilactici 7_4 con funcion

de N-acetilmuramudasa (linea azul) y N-acetilglucosaminidasa (linea roja) con una region rica en L-

asparagina (lineas punteadas).

Las dos secuencias mostraron diferencias en su caracter hidrofébico. Por

medio de un analisis con el programa Protscale, utilizando una escala de

hidrofobicidad (Kyte-Doolittle) (Gasteiger, 2005), con la que se

indica

gue las

regiones con valores por encima de O (linea roja) son regiones hidrofébicas y las

regiones por debajo de este valor son regiones con caracter hidrofilico. La grafica

de la proteina de 110 kDa (figura 9) presenta una zona de hidrofobicidad situada

en el extremo carboxilo terminal, donde se encuentra la region del transportador

tipo ABC. A diferencia de la grafica de la proteina de 99 kDa (figura 10) que tiene

un caracter hidrofilico posiblemente porque la secuencia presenta un numero

elevado de aminoacidos L-asparagina (aminoacido polar sin carga) que le confiere

mayor polaridad a la proteina.
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Figura 9. Caracter hidrofébico de la proteina de 110 kDa situado en el extremo carboxilo de
la molécula.
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Figura 10. Caracter hidrofilico de la proteina de 99 kDa.
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Se conocen los puntos isoeléctricos tedricos de ambas proteinas, que son
de 9.18 para la enzima de 110 kDa y 9.27 para la de 99 kDa, lo cual dificultaria la
purificacion por cromatografias de intercambio i6nico y exclusibn molecular, ya
que los pesos moleculares y puntos isoeléctricos son valores muy cercanos.

De acuerdo a lo descrito anteriormente es importante el estudio y
caracterizacion de este tipo de enzimas para valorar su potencial de aplicaciéon
como bioconservadores en el sector alimenticio, en este andlisis es importante la
purificacion, considerando que tedricamente existen diferencias en la naturaleza
hidrofobica-hidrofilica de estas dos enzimas, en este trabajo se expondran los
resultados de la purificacién por medio de técnicas cromatograficas: cromatografia
de interaccién hidrofébica y cromatografia de afinidad y posteriormente se
presentaran los resultados de la determinacion de las condiciones Optimas de
actividad de cada una de las enzimas en funcion de temperatura, pH, iones

metalicos, inhibidores y especificidad por sustratos.
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lIl. HIPOTESIS

Entre las diferencias que existen entre las dos proteinas con actividad de
PGH producidas por P. acidilactici ATCC 8042 estan el sitio de union a
carbohidratos en la de 99 kDa y la presencia de la region hidrofobica en la de 110
kDa. Por lo tanto, sera posible implementar un proceso de separacion
aprovechando estas caracteristicas para posteriormente determinar sus

caracteristicas bioquimicas.

IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Purificacion de las dos enzimas PGH de P. acidilactici por medio de

técnicas cromatograficas para su posterior caracterizacion.

4.2 Objetivos particulares
Establecer las mejores condiciones de purificacion para las dos enzimas

activas.

Determinar cudl es la columna cromatografica mas eficiente para realizar la

separacion de las dos proteinas.

Caracterizar las dos enzimas con actividad de peptidoglucano hidrolasa de
P. acidilactici en funciébn de pH, temperatura, inhibidores, iones metalicos y

afinidad por sustrato.
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V. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
5.1 PRIMER FASE EXPERIMENTAL
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litica de PGH

Reactivacion d= ceps

F. scidicatici 24 h T
medio MRSm | 0 Medicvn
., DOE0NM *
..+'l ----- -Il'..
Inoculo 12 h Fermentacion & h,
Erecimisnto 25°C medio MRSm J—
medio MRSm 2 ' &
£} "1..ﬂixm ﬂr“ .‘."
LI LT . L
. Celulas
i 10 mid Tris-HCL
:_ 10 mi EDTA, o s
v, lomMNaClyZ% =
e, SOSPHE .° Extraccion 2
g ins . ebullicicn 10 min. PRI o
rl". s l.
--------- .."I 11'“ m L 1.
Sobrenadante
LT T"
& pekrgweten Liofilizacion
T oz
! E & L LE NI
i nzima " ’
A=+ % o e iyl s hemihrarE
B =cisiments Uttrafiltracion Dizlisic SRkl 3
r p = v, Sk 4T
"fSimmni ¥

[ pura
I

.lr"".ll1.1.. g I L L L T
& Concenfrackn % S Mempram ",
L sepmemz S ., 100 60R 4T
. L .1'|.lllllll....

Figura 11. Diagrama de trabajo de la fase experimental 1A. Obtencion y purificacion parcial de PGH
de P. acidilactici ATCC 8042 propuesto por Velasco-Pérez (2010).
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5.1.1 Cepas

P. acidilactici ATCC 8042 fue obtenida del cepario del CINVESTAV, México.
Las células se almacenaron a -20°C en viales de 1.5 mL con esferas de vidrio y en
caldo MRS (DeMan Rugosa and Sharp, Oxoid) con glicerol (80-20 %, v/v). Las
células de M. lysodeikticus ATCC 4698 fueron obtenidas de Sigma-Aldrich, USA.
S. aureus ATCC 6538 fue obtenido del cepario de Posgrado de la FESC-UNAM.
Se conservoé en caldo BHI (Brain Heart Infusion, DIFCO) y glicerol (80-20 %, v/v)
en viales de 1.5 mL con cuentas de plastico a -20°C.

5.1.2 Medio MRS modificado

Se pesaron y disolvieron en agua destilada los ingredientes del medio MRS
modificado (tabla 4) con excepcién del acido ascérbico y la sacarosa, mismos que
fueron preparados y esterilizados por separado en autoclave a 121°C/15 Ibs/15
min (Yamato SM 300). Posteriormente se mezclaron todos los componentes
estériles y se colocaron en un matraz Fernbach con capacidad de 2.8 L (Llorente,
1998).

Tabla 4. Formulacion del medio MRS modificado.

Ingrediente g/L Proveedor
Extracto de carne 10.0 Oxoid
Peptona proteasa 10.0 BDifco
Extracto de levadura 5.0 Oxoid
Acetato de sodio 5.0 Mallinckrodt
Fosfato de potasio dibasico | 2.0 Baker
Citrato Amonio 2.0 Merck
Sulfato de manganeso 0.25 Baker
Sulfato de magnesio 0.1 Baker
Tween 80 1.0 Sigma
Acido ascérbico 1.5 Merck
Sacarosa 10.0 Baker
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5.1.3 Crecimiento y obtencién de células de P. acidilactici ATCC 8042

P. acidilactici se cultivé en caldo MRS modificado (MRSm) (Llorente, 1998).
Se realiz6 un pre-in6culo partiendo de la cepa conservada a -20°C, y se
adicionaron 2-3 cuentas de plastico a un tubo con 10 mL de caldo MRSm. El pre-
indculo se incubo, sin agitacion, a 29°C durante 24 h (Precision Gravity Convection
Incubator Modelo 4). Posteriormente se realizé una resiembra, adicionando 2% del
pre-inéculo a un tubo de 10 mL con medio MRSm, el cual se incubd por 12 h bajo
las mismas condiciones anteriores. A un matraz Fernbach con 1 L de medio
MRSm se adiciono el inoculo de 12 h y se incubo a 29°C, por 8 h, sin agitacion.
Transcurrido este tiempo se midio la densidad Optica a una absorbancia de 600
nm (PERKIN-ELMER lambda 3A UV/VIS Spectrophotometer).

Posteriormente, el cultivo se centrifugé a 8,500 rpm durante 20 min a 4°C
(Beckman J2-MC centrifuge). El paquete celular se resuspendié con un buffer Tris-
HCI 50 mM, pH 8.0 (buffer de trabajo) y se centrifugd nuevamente a 10,000 rpm
por 20 min a 4°C.

El paquete celular se resuspendi6 en 200 mL de un amortiguador que
contenia Tris-HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 10 mM, NaCl 10 mM y 2% SDS (buffer de
extraccion), se agitd vigorosamente y se colocé en bafio de agua a ebullicion
durante 10 min, se dejé enfriar a temperatura ambiente, posteriormente se
centrifug6 a 14,000 rpm por 20 min a 10°C. El sobrenadante se congel6 a -4°C y
se sometio a liofilizacion (Labconco, Freezone 4.5) (Velasco-Pérez, 2010).

5.1.4 Purificacién parcial

La muestra liofilizada se resuspendié en 15-20 mL de buffer de trabajo y se
dializ6 contra agua destilada con una membrana con tamafio de corte de 50 kDa
(SpectraPor 7), en agitacion constante a 4°C toda la noche, esto con la finalidad
de eliminar la mayor cantidad de SDS posible. Posteriormente se ultrafiltrd6 hasta
un volumen de 2 mL con una membrana de tamafio de corte de 100 kDa
(Millipore). Finalmente la muestra se distribuyd en alicuotas de 0.5 mL y se
almacen6 a -20°C para su posterior uso (Velasco Pérez, 2010). A la fraccién
parcialmente pura se le determind la concentracion proteina, el perfil

electroforético y la actividad de PGH.
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5.1.5 Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina de las muestras obtenidas, se determiné por
el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay) a una longitud de onda de 595 nm
en un lector de microplacas (Epoch, Biotek). Se realiz6 una dilucién previa de la
muestra 1:100 y se colocaron 160 puL de la diluciébn de cada muestra, en un pozo
de una microplaca. Posteriormente se adicionaron 40 uL del reactivo de Bradford
concentrado y se homogeniz6 la muestra. Se incubaron a temperatura ambiente
por 5 min. Las mediciones se realizaron por triplicado y se realiz6 una curva patrén
con albumina sérica bovina (BSA).

5.1.6 Determinacién del perfil electroforético y de actividad litica por
zimogramas

El peso molecular de la PGH se determind por medio de SDS-PAGE, que
es ampliamente usado para resolver y caracterizar componentes proteicos (Lacks
et al., 1980). Se prepararon geles SDS al 10% de poliacrilamida co-polimerizada
con los reactivos necesarios para la elaboracion del gel, Bis-acrilamida 30%, Tris-
HCl, M, pH 8.8, SDS 10%, H,O, TEMED y APS 10% (Bio-Rad).

Se tomé una alicuota de 30 uL de la muestra y se adicionaron 10 uL de
buffer de carga (Tris-HCI 50 mM, pH 6.8, 2% SDS, 2.5% glicerol, 0.5% p-
mercaptoetanol y 0.5% de azul de bromofenol).

La muestra se tratd a ebullicién durante 5 min y posteriormente se sometio
a electroforesis en gel (Bio-Rad, Power-Pac 300) a 120 V durante 2 h. Después de
la electroforesis, el gel se lavd dos veces con 50 mL de agua desionizada en
agitacion suave durante 15 min, se tifio con azul de Coomassie (0.1% azul de
Coomassie R-250, 45% metanol, 10% &cido acético glacial y 45% de agua)
durante toda la noche en agitacién suave y finalmente el gel se destiid con
solucion destefiidora (10% de metanol, 10% acido acético glacial y 80% agua). El
peso molecular de las bandas de proteina se determind por la comparacion con

marcadores de alto peso molecular (Bio-Rad, catalogo 161-0303).
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Para la elaboracion del zimograma, se prepararon geles con SDS y 10% de
poliacrilamida co-polimerizada, con 0.2% de células liofilizadas de M. lysodeikticus
como sustrato (Leclerc et al., 1989). Una vez realizada la electroforesis, como ya
se describié anteriormente, el gel se lavd dos veces con 50 mL de agua
desionizada en agitacion suave durante 15 min, se adicionaron 100 mL de buffer
de renaturalizacion (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0 con Tritén X-100 1% v/v) y se incubd
a 37°C durante 12 h en agitacion suave. Finalmente el gel se tifié con 0.01% de
KOH y 0.1% de azul de metileno durante 30 min y se destifié con agua destilada.
El peso molecular de las bandas de actividad litica fue determinado por la
comparacion con marcadores de alto peso molecular (Bio-Rad, catalogo 161-
0303).

5.1.7 Determinacion actividad litica por difusion en agar

Para determinar el efecto antibacteriano in vitro se realizaron pruebas de
difusién en agar con la muestra sometida a diferentes condiciones (temperatura,
pH, inhibidores e iones metdlicos). En estas pruebas se utilizd como
microorganismo indicador S. aureus. En la caja petri se colocaron 20 mL de agar
BHI al 1% estéril, se dejé solidificar a 4°C durante 15 min y a la caja se adicion6
10 mL de agar al 0.8% con 1 x 10’ de células de S. aureus. Con un penicilindro se
hicieron pozos sobre la doble capa de agar, a los cuales se les adicionaron 100 ug
de proteina de cada muestra, por ultimo las cajas se incubaron a 37°C por 12 h.

En todos los casos el control positivo de la prueba fue la enzima en el buffer
de trabajo (pH 8.0) a la misma concentracion de las muestras tratadas. Se evalu6
el diametro del halo de inhibicién del microorganismo prueba y se correlacioné con
la concentracién de proteina colocada en cada pozo (actividad en mm de
inhibiciébn/mg de proteina).
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5.1.8 Purificacién por cromatografia
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Figura 12. Diagrama de trabajo de la fase experimental 1B. Purificacion de PGH de P. acidilactici

ATCC 8042 por cromatografia.
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La muestra obtenida del punto 5.1.4 se descongel6 en bafio de hielo y se

filtr6 con una membrana de tamario de corte de 0.20 pm Millex® (Millipore).

5.1.10 Cromatografia de Interaccién Hidrofébica

Se utilizé un kit de seleccion GE Healthcare para realizar el ensayo a

escala. Cada una de las columnas empleadas de volumen interno 5 mL, se

equilibré con 10 volimenes del buffer que contenia 50 mM Na,SO,,

pH 7.0 a

temperatura ambiente, se pasaron 5 volumenes de buffer eluyente 50 mM Na,SO,4

y 500 mM de NaCl pH 7.0, posteriormente una muestra de 500 pL, con una

concentracion de proteina 1 mg/mL, se eluyd con el mismo buffer y finalmente con

agua destilada.

26



METODOLOGIA

Las condiciones de la corrida fueron: flujo de 0.5 mL/min, a temperatura
ambiente; las fracciones se recolectaron cada minuto, con dichas fracciones se
realizaron lecturas a una absorbancia de 280 nm y se graficé con respecto al
namero de fracciones. Se determiné el perfil proteico por medio de SDS-PAGE.

5.1.11 Cromatografia de afinidad

Se utilizd6 una columna empacada manualmente con la resina
Concanavalin-A Sepharose (Sigma- Aldrich catdlogo 099K1263) de 20 mL de
volumen interno. Se lavo 2 veces con 5 volumenes de buffer eluyente (10 mM
K:HPO, pH 6.5) seguido de esto se cargd la proteina. El volumen de muestra
empleada en la primera corrida cromatografica fue de 500 uL, con una
concentracion de proteina de 1 mg/mL vy, la columna se eluyé con un flujo de 1
mL/min, a temperatura ambiente.

Para la optimizacibon de las condiciones en la segunda corrida
cromatografica se utilizé un volumen de muestra de 1 mL con una concentracion
de proteina de 1 mg/mL y la columna se eluyé con un flujo de 0.5 mL/min, a
temperatura ambiente.

De ambas corridas se colectaron fracciones de 0.5 mL (cada minuto) y con
dichas fracciones se realizaron lecturas de concentracidon de proteina a una
absorbancia de 280 nm (EpochBiotek), se liofilizaron las fracciones que
presentaron mayor Absorbancia para concentrarlas y finalmente se determiné el
perfil electroforético y la actividad de PGH.

5.1.12 Identificacién de la proteina purificada

Las bandas observadas en SDS-PAGE alrededor de los 66 y 45 kDa que
presentaron actividad en zimogramas se analizaron en la Unida de Proteémica del
IBT/UNAM. Las muestras fueron cortadas del gel con SDS, electro diluidas y
digeridas con tripsina (1 mg/mL) de 12 a 14 h. Posteriormente los péptidos
resultantes fueron analizados en un sistema LC-MS, constituido de un
cromatégrafo de liquidos (Accela, Thermo-Fisher) con spliter acoplado a un
espetrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher) con sistema de

ionizacion tipo nano-electrospray.
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Los datos espectrométricos fueron sometidos a la blisqueda contra la base
de datos del NCBI (National Center Biotecnology Information).a través de

programa Matrix Science (Mascot Seach Result) y Protein Prospector.

5.2 SEGUNDA FASE EXPERIMENTAL
=Caracterizacion bioquimica

Enzima
purificada

Caracterizacion
bioquimica

lones Especificidad

Temperatura Inhibidores -
metalicos por sustrato

Muramidasa

Endopeptidasa

Figural3. Diagrama de trabajo de la segunda fase experimental. Caracterizacion bioquimica
de PGH de P. acidilactici ATCC 8042.
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5.2.1 Estabilidad térmica

De la preparacion semipurificada con actividad litica se colocaron alicuotas
de 200 pL en tubos eppendorf, los cuales se sometieron a un calentamiento en un
bafio de agua a diferentes temperaturas: 37, 50, 60, 70, 80 y 90°C, en tiempos de
incubacion 0, 15, 30, 60 y 90 min. Posteriormente se le determiné a cada
tratamiento el perfil proteico por medio de SDS-PAGE, la actividad de PGH por
medio de zimogramas. Adicionalmente se corroboroé la actividad antimicrobiana de
PGH por medio de la prueba de difusién en agar.

En esta Ultima prueba se evaluaron las muestras expuestas durante 90 min
a las diferentes temperaturas. El control positivo del ensayo fue la enzima sin
ningun tratamiento térmico (4°C). Como control negativo, se adicionaron 100 yL
del buffer de trabajo en el que se encuentra la fraccion proteica.

5.2.2 Estabilidad al pH

Se utilizaron alicuotas de 30 pL en tubos eppendorf de la muestra con
actividad litica y fueron liofilizadas. Posteriormente fueron resuspendidas en 30 pL
de un buffer que contenia: buffer de acetatos 20 mM (intervalo de pH valido 4.8-
5.2), CHES 20 mM (8.6-10), HEPES 20 mM (7.0-8.0), MES 20 mM (6.0) y Tris-HCI
20 mM (8.0-9.0) ajustado a diferentes pH, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, con las que se realizo el
perfil electroforético.

Para la determinacion de la actividad de PGH se realiz6 un zimograma. En
cada pozo, se cargaron 30 pL de la muestra proteica, después de la electroforesis
cada carril fue cortado y lavado dos veces con 50 mL de agua desionizada durante
15 min, seguido de la adicion de 50 mL del buffer de renaturalizacion ajustado a
los diferentes pH de tratamiento. La renaturalizacion se realizé en agitacion suave
en un periodo de 12 h a 37°C, trascurrido este tiempo se lavd dos veces con 50
mL de agua desionizada y se tifié el gel como se describié anteriormente.

Se evalué la actividad antimicrobiana con la prueba de difusién en agar. Se
colocaron 100 pL de la muestra que previamente fue liofilizada y resuspendida en
el buffer de trabajo ajustado a diferentes pH. El control positivo del ensayo fue la

enzima sin ningun tratamiento, liofilizada y resuspendida en el buffer de trabajo.

29



METODOLOGIA

Como control negativo, se adicionaron 100 uL del cada buffer de trabajo ajustado
a los diferentes valores de pH.

5.2.3 Efecto de Inhibidores

Para la determinacion de la actividad de PGH con diferentes agentes
quelantes se realizé un zimograma en el cual se cargaron 30 pyL de la muestra.
Después de la electroforesis, cada carril fue cortado, lavado y renaturalizado con
buffer de renaturalizacion al que previamente se le ajusto la concentracion de cada
inhibidor a evaluar (EDTA, EGTA y PMSF). De cada inhibidor se probaron las
concentraciones 1 y 10 mM en buffer renaturalizante. Cada gel se lavé con 50 mL
de agua desionizada y se tifié en las mismas condiciones descritas anteriormente
para un zimograma.

Se evalug la actividad con la prueba de difusion en agar en el cual se
adicionaron 90 pL de la muestra proteica y 10 pL de soluciones quelantes
preparadas con cada inhibidor en concentracion final de 1y 10 mM, y se siguio el
mismo procedimiento ya mencionada para esta técnica, se utilizO como control
positivo del ensayo la enzima en el buffer de trabajo. Como control negativo, se
adicionaron 100 uL de cada solucion del inhibidor en la concentracion mas alta (10
mM).

5.2.4 Efecto de iones metélicos

Para determinar el efecto que tiene cada ion evaluado, (Mg?*, Zn?*, Ca*'y
Na") sobre la actividad de la muestra proteica se realizaron pruebas de actividad
en gel y de difusion en agar.

Se realizd un zimograma en el cual se cargaron 30 yL de la muestra, se
realizo la electroforesis y cada carril fue cortado, lavado y renaturalizado con buffer
de renaturalizacién al que previamente se le ajusto la concentracion de cada ién
metalico a evaluar. De cada idn se probaron las concentraciones 1 y 10 mM en
buffer renaturalizante. Cada gel se lavo y tiid6 como ya se describid para un

zimograma.
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Para la prueba de difusion en agar se tomaron alicuotas de 90 uL de la
muestra y se adicionaron 10 pL de soluciones preparadas de cada i6n evaluado
en concentraciones finales de 1 y 10 mM. Se siguié con la metodologia descrita
anteriormente para esta técnica. El control positivo del ensayo fue la enzima sin la
adicion de ningun i6bn metalico. Como control negativo, se adicionaron 100 uL de
cada solucién preparada en su concentracion mas alta (10 mM).

5.2.5 Actividad de endopeptidasa

La actividad de endopeptidasa se determin6 por la modificacién del método
de Cd-ninhidrina (Doi, et al, 1981). En un tubo se colocaron 50 pL de la muestra
semipurificada y se adicionaron 15 L de soluciones preparadas con los sustratos
Leu-Gly-Gly y Gly-Gly-Gly-Gly-Gly (Sigma-Aldrich) en concentraciones de 20 mM
en HEPES pH 7.0. La mezcla de reaccion se llevé a un volumen final de 150 pL
con buffer de trabajo y se incub6 a 37°C por 1 h. Posteriormente se adicionaron
150 pL del reactivo de Cd-ninhidrina (0.8 g ninhidrina, 80 mL de EtOH al 99.5%, 10
mL de acido acéticoy 1 g de CdCl,) y nuevamente se incubo la mezcla a 85°C por
5 min. Después de la incubacion se centrifugd cada tubo para evitar la turbidez
que pudiera interferir en la medicién y se determiné la liberacion del grupo amino.
El ensayo se realiz6 transfiriendo 200 pL de cada tubo a una microplaca Nunc con
96 pozos (Fischer Scientific). Se utilizé el lector de placas Epoch Biotek con el
software Gen 5 1.10 y las lecturas se realizaron a 507 nm (Simitsopoulou et al.,
1997). El control positivo del ensayo fue la lisostafina (20 pg/mL; Sigma-Aldrich)
mas el sustrato, a la misma concentracion empleada de la muestra. Como control
negativo se utilizaron el sustrato y el buffer de trabajo; ambos controles fueron
tratados en las mismas condiciones del ensayo.

5.2.6 Actividad de muramidasa

Para determinar la actividad litica de la enzima se siguidé el protocolo
establecido por Sigma-Aldrich 2001, para la determinacién de la actividad de
lisozima, en el que se utilizan células de M. lysodeikticus como microorganismo

indicador (www.sigmaaldrich.com).
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Con la finalidad de reducir el volumen del ensayo se utilizd un lector de
placas. Para la validacion del método en cada uno de los pozos de la microplaca,
se adicionaron 200 uyL de la suspension celular y 50 yL de lisozima (10,000
unidades/mg), se determin6 el cambio en la absorbancia (Asgsnm) Y Se graficé con
respecto al tiempo.

Para determinar la actividad litica de las fracciones se prepar6 un buffer de
KH,PO, adicionando 0.1% de albumina sérica bovina (BSA) la cual ayuda a
estabilizar la mezcla de reaccién y se ajusté al pH 7.4. En dicho buffer se
resuspendieron células liofilizadas de M. lysodeikticus ajustando a Asgsnm 0.6-
0.7.Se colocaron 50 pL de la fraccion con actividad litica en cada uno de los pozos
de la microplaca y se adicionaron 200 pL de la suspension celular de M.
lysodeikticus (aprox. 0.1%). El ensayo se realiz6 por triplicado.

La microplaca se colocé en el lector de placas y se tomaron lecturas hasta
10 min, con intervalos de lectura de 10 segundos. Como control positivo para la
determinacion de la actividad litica en microplacas, se empleoé lisozima. Se define
una unidad de actividad como la cantidad de enzima que provoca el cambio en la
absorbancia sgsnm de 0.01/min.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 PRIMERA PARTE EXPERIMENTAL
OBTENCION Y PURIFICACION PARCIAL DE LA PEPTIDOGLUCANO
HIDROLASA

6.1.1 Determinacién de la concentracion de proteina

Se obtuvo la fraccién parcialmente pura con actividad de peptidoglucano
hidrolasa siguiendo la metodologia propuesta por Velasco-Pérez (2010). Se
cultivaron células de P. acidilactici ATCC 8042 y se cosecharon a las 8 h de
crecimiento, tras determinar crecimiento por densidad Optica. Posteriormente se
realizaron mediciones para determinar la concentracion de proteina por el método
de Bradford. En la tabla 5 se muestra el promedio de los resultados de densidad
Optica a las 8 h de crecimiento y concentracion de proteina de los 20 lotes
realizados.

Tabla 5. Densidad optica, volumen y concentracion de proteina obtenida a las 8 h de

crecimiento de los diferentes lotes de cultivo.

_ Volumen obtenido Concentracién de
Lote de cultivo | D.Osgsnm ]
(mL) proteina (mg/mL)
Promedio 1.03+£0.068 2.3+0.273 1.17+0.025

Numero de lotes=20

En virtud de que se parte de inéculos estandarizados, los resultados muestran un
bajo grado de dispersion, indicado por la desviacion estandar, tanto para los datos

de crecimiento como de concentracion de proteina.

6.1.2 Determinacion del perfil proteico y de actividad litica en gel de la
fraccion con actividad de peptidoglucano hidrolasa
De cada lote obtenido se realiz6 el perfil proteico por medio de SDS-PAGE y se
determiné la actividad de peptidoglucano hidrolasa por medio de la técnica
zimografica descrita para la deteccion de dicha actividad por Mora (2003) y Cibik
(2004). La figura 14 se presenta el perfil proteico y de actividad representativo de

los lotes obtenidos.
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Figura 14. A) Perfil proteico, SDS-PAGE al 10%. B) Zimograma de actividad litica sobre M.
lysodeikticus como microorganismo indicador. PM, marcador de peso molecular (Bio-Rad, USA).

El perfil proteico mostrado en la figura 14-A es representativo de todos los
lotes realizados. En éste se observan las fracciones proteicas de interés, de pesos
moleculares de 110- y 99-kDa. En la figura 14-B se presentan dos bandas claras,
lo que revelan la lisis del microorganismo indicador asociado a la actividad litica de
las proteinas. Después de la purificacion parcial, las fracciones con actividad litica
representan aproximadamente el 94.5% de la proteina total (Garcia- Cano et al.,
2011), con lo que la interferencia de otras proteinas en las determinaciones

subsecuentes es minima.

6.2 PURIFICACION
Para llevar a cabo la caracterizacion bioquimica de cada una de las proteinas
en forma independiente, se intentd su separacion por medio de diversos métodos

cromatograficos.

6.2.1 Cromatografia de interacciéon hidrofébica
La cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC) es una de las principales
técnicas utilizadas para la separacion y purificacion de proteinas en procesos

biotecnoldgicos (Fausnaugh et al., 1986).
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En HIC las proteinas se unen reversiblemente a ligandos hidrofébicos que se
encuentran inmovilizadas en un soporte cromatografico y, aunque la naturaleza
exacta de la interaccion hidrofébica no se entiende completamente, se ha logrado
establecer que una de las propiedades méas importantes que afectan el perfil de
elucion y el tiempo de retencion es la hidrofobicidad de la proteina (Queiroz et al.,
2001). La HIC tiene ciertas ventajas con respecto a otro tipo de cromatografias,
como lo es la unién reversible de ligando con los sitios hidrofobicos expuestos de
la proteina, niveles altos de capacidad asi como de resolucion y las
concentraciones de sales empleadas estabilizan a la proteina en solucidn
(Lienqueo et al., 2002).

Como lo indica el analisis de la secuencia de cada enzima, existen diferencias
en el perfil hidrofébico: la proteina de 110-kDa presenta mayores grupos
hidrofébicos en su extremo carboxilo (residuos 905-1110) a diferencia de la
fraccion de 99-kDa que posee un caracter mas polar por la presencia del
aminoacido L-asparagina (13.5%), por lo que se aprovechd esta caracteristica

fisicoquimica de la muestra.

Las columnas empleadas fueron de un kit que contiene diversas columnas de
HIC (GE Healthcare). En la tabla 6 se presentan las caracteristicas de cada una

de las columnas empleadas.
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Tabla 6. Caracteristicas de las columnas empleadas para la purificacién de las PGHs.

Columna Tipo de ligando | Concentracién Tamafio de
hidrofébico del ligando particula (um)
(umol/mL)
Fenil Sefarosa (alta Fenilo 40 90

sustitucioén)

Fenil Sefarosa (baja Fenilo 25 90

sustitucion)

Fenil Sefarosa alto rendimiento Fenilo 25 34
Octil Sefarosa Octilo 5 90

Butil Sefarosa alto rendimiento Butilo 50 34
Butil Sefarosa Butilo 40 90

Butil-S Sefarosa Butilo-S 10 90

Entre las columnas empleadas existen diferencias entre el tipo y fuerza
hidrofébica de los ligandos que las conforman, donde la fuerza esta determinada
principalmente por el tamafio de la cadena carbonada. Asi, el de mayor fuerza
hidrofobica es el fenilo, seguido de octilo y por ultimo butilo. Entre cada ligando
varia la concentraciéon empleada y el tamafio de la particula, lo que determina la

selectividad para cada columna pese a que el ligando sea el mismo.

Los resultados de cada corrida cromatografica fueron muy similares entre
aguellas columnas que contenian el mismo ligando hidrofébico, por lo que se
presentan los cromatogramas y perfiles proteicos representativos de cada uno de

los ligandos.
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6.2.2 Columnas Fenil Sefarosa

Las columnas que poseen como ligando al grupo fenil tienen como
caracteristica general que el grado y fuerza de sustitucién es muy elevado y su
selectividad es alta, son ideales para la separacion de muestras en pasos finales
de purificacion pues con ellas se obtiene una elevada resolucion de bandas

cromatograficas.

[ o
\ \\ 500 mM NaCl-0 mM NaCl

= Fmyya

Figura 15. Cromatograma de la fraccion proteica eluida en la columna Fenil Sefarosa 6 flujo
ranido (baia sustitucién). Buffer de elucion 50 mM Na-SO. v 500 mM de NaCl pH 7.0 v fluio 0.5

En el cromatograma obtenido (figura 15) se observa principalmente un pico
de absorbancia maxima en la fraccion numero 8, el cual esta traslapado con otros
dos picos de menor area, correspondientes a las fracciones 5 y 15. Los picos no
estan lo suficientemente separados, por lo que la definicién de cada uno de ellos
es muy baja e indica que no hubo una buena separacion de las fracciones
proteicas. Sin embargo se procedié a determinar el perfil proteico (figura 16) de las
fracciones que conforman los picos y asi conocer el peso molecular de las

proteinas presentes en las fracciones eluidas, que se presentan en la figura 16.
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Figura 16. Perfil electroforético, tinciéon con plata. PM, marcador de peso molecular. C, enzima
semipurificada. Carriles 3-9 y 15 nimero de fraccién colectada en la columna Fenil Sefarosa 6 flujo
rapido (baja sustitucion).

En la figura 16 se observan que existen dos tipos de fracciones: los primeros
carriles muestran bandas de pesos moleculares por debajo de 66-y 45-kDa y los
demas solo la banda cercana a los 66-kDa. Es posible que las bandas de bajo
peso molecular se deban a degradacion, ya que el ligando fenilo es muy
hidrofébico y establece interacciones hidrofobicas fuertes con residuos de
aminoacidos de cadenas alifaticas (Ala, lle, Leu, Met, Pro y Val) y aromaticas
(Phe, Trp y Tyr); de alguna forma, la interaccion es tan fuerte que la parte de la
proteina que no establece dicha interaccibn se separa de la zona de alta
hidrofobicidad. Otra razéon seria la copurificacion de una proteasa, pero esta
actividad se ha buscado en geles con gelatina como sustrato y no se ha

encontrado (datos no mostrados).

6.2.3 Columna Octil Sefarosa

Esta columna tiene un caracter diferente al de las columnas con fenilo, ya
gue en este caso el ligando es lineal, lo que proporciona la ventaja de que no hay
ningun impedimento por parte del mismo que pudiera limitar la interaccion entre
éste y la proteina, a diferencia de un ligando aromatico. La cadena alifatica es C8

por lo que presenta una elevada fuerza de interaccién hidrofobica.
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Figura 17. Cromatograma de la fraccion proteica eluida en la columna Octil Sefarosa 4 Flujo
rapido. Buffer de elucion 50 mM Na,SO, y 500 mM de NaCl pH 7.0 y flujo 0.5 mL/min.

En la figura 17 se puede observar la presencia de dos picos de absorbancia
en las primeras fracciones colectadas, muy cercanos entre si y con muy baja
resolucién. Esto indica que esta columna no resultdé ser muy eficiente para la
separacion de las dos proteinas. Se realizO0 SDS-PAGE para conocer el perfil
proteico de la muestra eluida (figura 18). Las fracciones analizadas son la que
comprenden el area cromatogréfica (3, 4,5, 6, 7,8y 9).

PM 3 4 5 b 7 8 9

Figura 18. Perfil electroforético, tincion con plata. PM, marcador de peso molecular. C, enzima
semipurificada. Carriles 3-9 niumero de fraccion colectada en la columna Octil Sefarosa 4 Flujo
rapido.
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El perfil proteico de la figura 18 muestra dos bandas con peso superior a los
66-kDa y una intensa, a los 45-kDa en cada una de las fracciones colectadas, lo
gue indica que las proteinas de 110- y 99-kDa no fueron separadas y en cambio,
probablemente se observen productos de hidrélisis de las mismas por las razones
antes mencionadas. Las fracciones estan tefiidas con plata por tratarse de
muestras no concentradas, en cuyo caso es frecuente la contaminacién con

queratina a los 45-kDa (G. Mendoza, comunicacion personal).

6.2.4 Columna Butil Sefarosa

Las columnas que contienen el ligando Butil se caracterizan por tener la
menor fuerza hidrofébica (con respecto a fenilo y octilo) ya que su cadena alifatica
es C4. Son empleadas para la separacion de proteinas con una naturaleza
hidrofébica media o baja y son excelentes para los pasos finales de purificacién. El

tamafio de la matriz le confiere una elevada resolucién a gran caudal.

\\ 500 mM NaCl-0 mM NaCl

mE s
Figura 19. Cromatograma de la fraccion proteica eluida en la columna Bultil-S Sefarosa 6 Flujo
rapido. Buffer de elucion 50 mM Na,SO, y 500 mM de NaCl pH 7.0 y flujo 0.5 mL/min.
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Esta columna presenta otras caracteristicas diferentes a otras columnas
Butilo, no sélo por la baja concentracion del ligando inmovilizado (10 pumol/mL)
sino también en la longitud de los brazos del espaciador entre el ligando y la
matriz de Sefarosa, asi como el tipo de atomo conector (S-éter). Todo esto en
conjunto le confiere a la columna el caracter menos hidrofébico en relacion a las

otras columnas Butilo y, en general, con las columnas del kit de HIC.

En la figura 19 se presentan tres picos de absorbancia, con buena
resolucién, dos de ellos cercanos, que presentan la maxima absorbancia en las
fracciones 5y 8, y un tercer pico en la fraccibn nimero 26. Se espera que alguna
de estas areas corresponda a cualquiera de las dos fracciones con actividad de
PGH. Probablemente la fraccion con mayor caracter hidrofébico eluyé en las
ultimas fracciones. Se realiz6 el perfil de proteinas por medio de SDS-PAGE
(figura 20), donde las fracciones analizadas corresponden a las areas
cromatograficas.

kbamp 4 5 6 7 8 9 2 2 C

e

200
116 -
97
C - -
66 I -
45

Figura 20. Perfil electroforético, tincion con azul de Coomassie. PM, marcador de peso molecular.
C, enzima semipura. Carriles 4-26 nimero de fraccién colectada en la columna Butil-S Sefarosa.

Del perfil proteico, obtenido de muestras concentradas por liofilizacién para
garantizar su visibilidad con esta tincion (figura 20), se puede notar que el nUmero
de bandas encontradas en cada fraccion es menor con respecto al perfil de las
demas columnas. La intensidad de las bandas concuerda con los picos

cromatograficos de area mayor.
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De todas las columnas empleadas ésta fue la que presentd el menor
namero de bandas y el perfil mas definido de separacion de proteinas, aunque las
bandas encontradas no concuerdan con lo pesos moleculares de las dos
fracciones proteicas, ya que son menores a 97-kDa. Puede haber ocurrido el
fendbmeno de hidrolisis por interaccion hidrofobica. Todas las columnas
hidrofébicas probadas dieron como resultado bandas de proteina de diferente
peso molecular al esperado, probablemente por rompimiento de las cadenas
debido a la interaccién hidrofobica con el soporte. Por tal motivo, se procedio a

evaluar otro sistema de separacion, el de cromatografia de afinidad.

6.2.5 Cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad es una técnica de separacion normalmente
aplicable para purificar proteinas y utiliza la alta afinidad de las proteinas por
grupos especificos. La cromatografia de afinidad es mas efectiva cuando la
interaccién de la proteina y la molécula que se usa como atrayente son muy

especificas (Stryer, 2008).

El andlisis de la secuencia de las dos enzimas liticas, indica que la de 99-kDa
cuenta con regiones muy conservadas y especificas de reconocimiento y unién a
carbohidratos en los residuos 249, 250, 271, 275, 289, 296, 297, 303, 356, 360,
367 y 369, a diferencia de la fraccion de 110-kDa (Garcia-Cano et. al., 2011), por
lo que se buscO aprovechar esta diferencia empleando una columna con un
ligando de naturaleza lectina: la Concanavalina-A, que es la mas estudiada y
empleada para la purificacion de glicoproteinas, pues cuenta con la capacidad de
establecer interacciones  especificas  reversibles con  carbohidratos,
particularmente D-glucosa y D-manosa. Mediante esta propiedad es posible

separar proteinas con residuos de estos azucares (Stryer, 2008).
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Se tomaron 500 pL de la muestra y se eluyeron en una columna empacada
manualmente con Concanavalina-A Sefarosa, a una velocidad de flujo de 1
mL/min y las fracciones se colectaron cada minuto. Se determiné la absorbancia a
280 nm a cada una de las fracciones colectadas y las lecturas se graficaron con
respecto al nimero de fraccion (figura 21). Se obtuvo el perfil proteico de cada
fraccidon y se evalu6 la actividad de PGH.

i
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Figura 21. Cromatograma de la fraccién proteica eluida en la columna Concanavalina-A.
Buffer eluvente 10 mM K>HPO. pH 6.5. fluio 1 mL/min.

En la figura 21 se observan un pico principal, de absorbancia maxima en la
fraccion 25, y otro pico de menor area en la fraccibn nimero 8. Los picos estan
suficientemente separados y se distinguen uno de otro. Se determind el perfil
electroforético de las fracciones que conforman a estos picos.

kDa FM 8 22 213 24 35 26 27 28 29

200

~ u-di-lu—d-‘-

Figura 22. Perfil electroforético, tincion con azul de Coomassie. PM, marcador de peso molecular.
Carriles 8, 22-29 namero de la fraccién colectada en la columna Concanavalina-A.
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En el perfil proteico de la muestra eluida (figura 22) se observé la presencia
de bandas con pesos moleculares por debajo de los pesos moleculares de la
muestra parcialmente pura (110- y 99- kDa) y corresponden al mismo peso
molecular, independientemente del pico del que fueron tomadas. Dichas bandas
presentaron actividad de peptidoglucano hidrolasa (gel no mostrado, similar a
figura 25). Para conocer la naturaleza de dichas proteinas se seleccionaron
bandas representativas del SDS-PAGE (figura 23), en la zona ubicada alrededor
de los 66- y 45- kDa (X1, X2 y X3), para realizar una identificacion y caracterizacion
estructural por medio de espectrometria de masas de alta resolucion. Las bandas

fueron analizadas en la Unidad de Protedmica del IBT/UNAM.
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Figura 23. Bandas de las fracciones 22 y 25 seleccionadas para la identificacion de la muestra
eluida en la columna Concanavalina-A.

El analisis de dichas bandas por LC-MS indic6 que todos los péptidos
generados presentaron 100% de identidad con la secuencia de Canavalia
ensiformis (Nagano et al., 2008) la cual es la fuente de extraccion de la
Concanavalina-A. La presencia de estos péptidos seguramente se debid a
contaminacion por el método de separacion empleado; se esperaba que alguna de
las bandas del perfil proteico fuera una proteina o péptido glicosilado de la
muestra que interaccionod con la columna y eluyé en un determinado tiempo, pero

no fue posible identificarlo.
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Con la finalidad de optimizar el método se procedid a modificar las
condiciones de la corrida cromatogréafica, disminuyendo el caudal de elucién y
aumentando la cantidad de proteina; la velocidad de flujo empleada fue de 0.5
mL/min y se utiliz6 1 mg de proteina. El cromatograma correspondiente se

presenta en la figura 24.
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Figura 24. Cromatograma de la fraccion proteica eluida en la columna Concanavalina-A. Buffer
eluyente 10 mM K,HPO, pH 6.5, flujo 0.5 mL/min.

La figura 24 muestra un pico de absorbancia comprendido entre las
fracciones 11-20, cuyo comportamiento es similar al que se obtuvo con la primera
corrida. Se observa un solo ensanchamiento de banda, esto nos pudiera indicar
que la proteina no se separé eficazmente y que los picos correspondientes a cada
fraccion estan traslapados. Se realizo el perfil proteico y el gel de actividad de las

fracciones que comprenden el pico cromatografico (figura 25).
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Figura 25. A) Perfil proteico, tincibn con azul de Coomassie. B) Gel de actividad con M.
lysodeikticus como microorganismo indicador. PM, marcador de peso molecular. C, PGH
parcialmente pura, Carriles 11-19 nimero de fraccion colectada en la columna Concanavalina-A.

En la figura 25-A se observan numerosas bandas de pesos moleculares
menores a 45-kDa muy similares a las obtenidas en el ensayo anterior. Como ya
habia ocurrido antes, en la figura 25-B se observa que las fracciones por debajo
de los 45-kDa presentan actividad litica (recuadro rojo). Esto sugiere degradacion
de la proteina con actividad litica. Para confirmar esto, nuevamente se
seleccionaron bandas del SDS-PAGE que presentaron actividad alrededor de los
66- y 45-kDa, (P1, P2, Ps y P4) las bandas analizadas para la identificacion

corresponden a las fracciones 11y 19 (figura 26).
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Figura 26. Bandas de las fracciones 11 y 19 seleccionadas para la identificacion de la muestra
eluida en la columna Concanavalina-A.

Las bandas fueron analizadas en la Unidad de Protedmica del IBT/UNAM

por medio de espectrometria de masas de alta resolucion y los péptidos

generados de la digestion con tripsina se presentan en la tabla 7, asi como el

porcentaje de identidad con respecto a las proteinas liticas de 99- y 110-kDa.

Tabla 7. Péptidos analizados por espectrometria de masas de las fracciones obtenidas en la
columna Concanavalina-A.

Péptidos generados % identidad % identidad
110-kDa 99-kDa
SYS SNATGNEAAAK 57

36
YQLSSSY LNGDYSAANQ ER "

GQVLAAPG SIQTHK

Se puede apreciar que dos péptidos mostraron un porcentaje de identidad del
57% y 46% con la proteina de peso molecular de 99-kDa que se encuentra en P.
acidilactici 7_4., mientras que se encontrd un péptido con 36% de identidad con la

proteina de 110-kDa presente en el genoma de P acidilactici 7_4.
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Estos resultados indican que la proteina sufre degradacion al interaccionar con
el ligando de la columna de Concanavalina-A y que los péptidos encontrados

mantienen el sitio activo de la enzima y conservan actividad.

Los resultados de las técnicas cromatograficas en conjunto (HIC y afinidad)
indican que la fraccion proteica con actividad de peptidoglucano hidrolasa no se lo
logré separar satisfactoriamente ya que por las interacciones que presenta con los
diferentes ligandos de cada columna cromatogréafica sufre degradacion, aunque
algunos fragmentos conservan actividad litica. Una alternativa para lograr la
separaciéon de ambas proteinas es la clonacion y expresion por separado de cada

una de las enzimas.

6.3 SEGUNDA PARTE EXPERIMENTAL
CARACTERIZACION BIOQUIMICA

Dado que no se logr6 separar a las proteinas con actividad litica las
determinaciones siguientes se realizaron con la preparacion enziméatica
parcialmente pura, en la que estaban presentes ambas enzimas. Se realizaron
ensayos en zimogramas para tratar de detectar el efecto de cada parametro sobre
cada una de las dos proteinas liticas, y el efecto fue evaluado también sobre la
actividad litica antimicrobiana global, determinada por la técnica de difusion en
agar.

6.3.1 Actividad y estabilidad térmica

La temperatura afecta la estructura tridimensional nativa de las proteinas y se
pierden sus propiedades especificas, como la actividad enzimatica (Mathews,
2007).

Para determinar su efecto sobre las enzimas liticas, se incubd a la preparacion
semipura a diferentes temperaturas (37, 50, 60, 70, 80 y 90°C) por un periodo de
90 min. En la figura 27 se presenta el perfil electroforético (A) y de actividad (B) de

las fracciones tratadas.
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Figura 27. A) Perfil proteico de la fraccion obtenida con actividad de PGH sometida a diferentes temperaturas.
B) Gel de actividad con M. lysodeikticus como microorganismo indicador para cada temperatura aplicada,
tiempo de incubacion=90 min, en cada carril se cargaron 30 ug de proteina.

En la figura 27-A se observa que las fracciones con actividad litica que fueron
sometidas a temperaturas elevadas (90°C) por 90 min no presentan degradacion,
porque no hay presencia de otras bandas por debajo de los peso moleculares de

las fracciones en estudio.

En cuanto a la actividad (figura 27-B) la preparacién presenta un maximo de
actividad a 37°C, y es posible notar la disminucion de la actividad litica conforme
aumenta la temperatura, sobre todo en el caso de la banda de 110-kDa. A 90°C
no se observa actividad de ninguna de las dos bandas. Los resultados de la
evaluacion de la actividad litica de la preparacion que contiene las dos enzimas
corroboran este comportamiento (figura 28), aunque aqui se puede ver que las

enzimas tratadas a 90°C retienen un 50% de la actividad litica inicial.
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Figura 28. Efecto de la temperatura sobre la actividad litica. Control: enzima mantenida a 4°C
6.3.2 Actividad y estabilidad frente a diferentes pH

Los cambios de pH son importantes en el comportamiento particular de las

proteinas, pues un pequefio cambio modifica significativamente las cargas de los

residuos de aminoécidos que conforman una molécula y como consecuencia, se

modificara la actividad y el comportamiento en el entorno (Mathews, 2007). Se

evalué el efecto de este factor en un intervalo de pH 4-9. Se muestran los geles de

SDS y zimogramas (figura 29) para conocer el comportamiento de cada fraccion.
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Figura 29. A) perfil proteico de la fracciébn semipura con actividad de PGH ajustado a diferentes pH. B) Gel de
actividad con M. lysodeikticus como microorganismo indicador para cada pH probado. PM marcador de peso

molecular. Carril C, control pH de trabajo (pH 8), carriles 4-9, pH correspondiente. En cada carril se cargaron
30 ug de proteina.
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En la figura 29-A se observa que la proteina no se degrada a pH acidos ni
basicos y se puede notar que esta fraccidbn es muy estable en el intervalo al que
se trabajo (4-9). En cuanto a la actividad (figura 29-B), se aprecian las dos bandas
con actividad y solo disminuye claramente a pH 9. Se observa una tendencia a la
aparicion de bandas de menor peso molecular con actividad litica mas fuerte
mientras mas acido es el pH. En el carril que corresponden a pH 4 se encuentra la
mas alta. Los valores de la actividad litica antimicrobiana muestran una tendencia

lineal al descenso de la misma a partir de pH 4.

Las enzimas provenientes de bacterias &cido lacticas pueden resistir este
tipo de pH extremos y mantenerse activas, puesto que al ser el acido lactico
producto principal de su metabolismo, es frecuente la acidificacion de los medios
de cultivo. Sin embargo, las interacciones con los iones pueden contribuir a la
degradacion de las proteinas, lo que podria explicar la presencia de las bandas de

bajo peso molecular.

Otra posibilidad es que en la preparacion semipura se encuentre una
proteasa que se active a ese pH y que esté degradando a las enzimas con
actividad de PGH. En virtud de que no se ha detectado actividad proteolitica en
estas fracciones, a pesar de haberse buscado (no mostrado), otra explicacion
podria ser la autolisis. De hecho, Mora (2003), reporta patrones similares de

degradacion.
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Figura 30. Efecto del pH sobre la actividad litica
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En la figura 30 se observa que la mayor actividad (110%) es a valores de pH 4
y que a valores de pH alcalinos la actividad no se ve afectada considerablemente
con respecto al control ya que se mantiene el 80% de actividad, lo que es
congruente con los resultados de los ensayos anteriores.

6.3.3 Efecto de inhibidores

La fraccidbn enzimatica con peso molecular de 99-kDa tiene una region
conservada de unién a un ion divalente (Zn**) que puede ser usado como cofactor
para la actividad, por lo que se evaluaron diferentes inhibidores (quelantes) de
este tipo de cofactores para conocer el comportamiento de la fraccion extraida y si
este i6n esta ubicado en el sitio catalitico (figura 31). Los compuestos quimicos

empleados fueron EDTA, EGTA y PMSF en concentraciones 1y 10 mM.

PMSF EGTA Em'A
kDa PM NoM oM KoM lmM 10 mM
116 M— «— 110kDa
g7 - €= 09kDa

66
45-

Figura 31. Gel de actividad con M. lysodeikticus como microorganismo indicador para cada inhibidor
probado. Carril PM: marcador de peso molecular. Carril C, PGH sin ningun inhibidor; carril 3 y 4,
PMSF a1y 10 mM; carril 5y 6, EGTA a 1y 10 mM; carril 7y 8, EDTA 1y 10 mM, respectivamente.
En cada carril se cargaron 30 pg de proteina.

En la figura 31 se observa que la mayor inactivacion de la actividad litica en la
muestra proteica fue con 1 y 10 mM de EDTA, agente que coordina cationes
metalicos divalentes, como lo es el Zn*". El EGTA también disminuy¢ la actividad
de las enzimas; aunque éste tiene mayor afinidad por Ca**, formé el complejo de
coordinacién con el Zn?* ya que es un i6n divalente y tiene la capacidad de aceptar

pares de electrones procedentes del EGTA.
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El inhibidor PMSF no tuvo ningun efecto sobre la actividad de las enzimas, lo que
indica que el mecanismo catalitico no es similar al de serin-proteasas. EI mismo
patron de inhibicion se aprecia cuando se evalué la actividad litica antimicrobiana
por difusion en agar (figura 32). Se aprecia que el PMSF casi no tiene efecto, el
EGTA reduce la actividad relativa en un 50% y el EDTA inhibe totalmente.

s Activided roba v

== STEY TR TR
Figura 32. Efecto de diferentes quelantes sobre la actividad litica, expresada en términos relativos

6.3.4 Activadores y efecto de iones metalicos

Muchas enzimas contienen iones metélicos que generalmente estan unidos por
medio de enlaces covalentes coordinados, estos iones le confieren a dichas
enzimas propiedades que no tendria si estuvieran ausentes, las funciones de los
iones son diversas algunos determinan su estabilidad y otros actlan como

catalizadores de reacciones de hidrolisis (Mathews, 2007).

Se ha reportado que las proteinas dependientes de algun metal pueden ser
activadas por diferentes iones monovalentes o divalentes y que éstos determinan
la eficacia catalitica (Simitsopoulou, et al., 1997). En la enzima de 99-kDa se
encontré una regién conservada de unién a Zn®* en la posicién 248, 356 y 369,
por lo que se evalud el efecto de diferentes iones metalicos, Mg**, Ca**, Zzn* y Na*
en concentraciones de 1y 10 mM por zimogramas (figura 33) y por determinacion

de actividad litica por difusion en agar (figura 34).
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Figura 33. Gel de actividad con M. lysodeikticus como microorganismo indicador para cada i6bn metdlico
probado. Carril PM, marcador de peso molecular. Carril C, PGH sin ningtn ién, carril 3y 4, Mg** a1y 10

mM; carril 5y 6, Zn* a1y 10 mM; carril 7y 8, Ca®* 1y 10 mM, carril 9y 10, Na* a 1y 10 mM,
respectivamente. En cada carril se cargaron 30 ug de proteina.

En la figura 33 se puede observar que la actividad litica de la fraccion
proteica es favorecida con el i6n metélico Mg®* a una concentracién de 10 mM ya
gue la banda clara que indica la lisis de microorganismo es mas intensa que para
los otros iones probados. La actividad no se muestra afectada para el ion Ca*"y
para el i6n Mg** en concentracién 1 mM, sin embargo la actividad disminuye al
utilizar el i6n Na*, esto probablemente se debe a que este i6n es monovalente y en
el sitio activo se requiere del aporte de las dos cargas positivas para formar el
compuesto de coordinacién, por la falta de la segunda carga el i6n solo estuvo
unido temporalmente al sitio catalitico.

En el caso de Zn** se ve afectada la actividad al emplear la concentracién
mas alta pese a eso no se le puede asociar a la disminucién de la actividad de la
fraccion proteica ya que este ion influye en la hidratacion del gel y esto afecta la
retencion del colorante en el gel, por lo que se descarta el efecto que pueda tener
sobre la muestra, con respecto a la concentracién 1 mM la actividad no se observa

drasticamente afectada.
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Figura 34. Efecto de diferentes iones metalicos sobre la actividad litica de la muestra proteica.

Los resultados de gel de actividad son acordes con los mostrados en la figura
34, donde se observa el efecto positivo que tiene el i6n Mg?* en concentracion de
10 mM con respecto a la muestra PGH sin ningun ion; el comportamiento de la
muestra proteica no se ve drasticamente afectado con los iones Ca®" y Zn** y con
el ibn Na® se observa la disminucion en la actividad la cual ya se habia observado

en el zimograma.

6.3.5 Especificidad por sustrato

Las peptidoglucano hidrolasas son enzimas hidroliticas muy especificas ya que
dependiendo del tipo de enlaces que hidrolicen en la pared celular determina el
grado de lisis en las bacterias. Garcia-Cano y cols., reportaron que la proteina de
99-kDa tiene regiones muy conservadas con funcion de muramidasa (amino
terminal) y amidasa (carboxilo terminal) y por lo que se tratdo de confirmar estas
actividades utilizando diferentes sustratos que se conocen para este tipo de

actividades (tabla 8).
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TABLA 8. Evaluacion de la actividad de la fraccién semipura de PGH a diferentes sustratos.

Actividad Sustrato U/mg prot. Referencia
Endopeptidasa | Pentaglicina [Gly]s Lisostafina 414.6
PGH 345.3 (Simitsopoulou, et
. . _ _ al., 1997)
Tripeptido Lisostafina 162
[Leu-Gly-Gly] PGH 102.4
Muramidasa M. lysodeikticus Lisozima 200 (Sigma-Aldrich,
2001)
PGH 95

+ = presenta actividad (positivo)

- =no presenta actividad (hegativo)

El tipo de actividad que presenté la fraccion obtenida es de endopeptidasa,
ya que hidroliza el enlace peptidico entre los aminoacidos, liberando el grupo
amino y por la técnica de Cd-ninhidrina (Simitsopoulou et al, 1997) se observé
este efecto tanto para el tripéptido como para el pentapéptido, siendo éste el que
presentd mayor hidroélisis por la mayor cantidad de enlaces péptidicos.

Otro tipo de actividad evaluada fue la de muramidasa, la cual hidroliza el
enlace glucosidico que estd entre el N-acetil &cido muramico y la N-acetil
glucosamina de la pared celular de las bacterias. La PGH parcialmente pura

presento actividad de muramidasa.
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VII Conclusiones

En el proceso de purificacion de la preparacion con actividad de
peptidoglucano hidrolasa obtenida de P. acidilactici ATCC 8042 no se logré la
separacion eficiente de las bandas obtenidas en el perfil proteico. La
cromatografia de interaccion hidrofobica no logro realizar dicha separacion ya que
la fraccion presentd degradacion en todos los casos. La cromatografia de afinidad
no logré separar las dos fracciones y la muestra presentd degradacion al
interaccionar con la lectina. Los resultados del analisis identificacion y
caracterizacion estructural mostraron que estos productos de degradacion

conservaban la capacidad catalitica.

La preparacion parcialmente pura con actividad de peptidoglucano hidrolasa
obtenida de P. acidilactici ATCC 8042 presenta maxima actividad y estabilidad a la
temperatura después de haber sido almacenada 90 min a 37°C. La actividad litica

disminuye al aumentar la temperatura.

A pH de 4 se observé la mayor actividad, y en un intervalo de pH de 6-9 se

mantuvo mas del 80% la actividad litica con respecto al control.

El agente quelante que inactivd la actividad litica fue el EDTA en
concentraciones de 1 y 10 mM, seguido de EGTA, aunque en menor proporcion.
El inhibidor PMSF no tuvo ningun efecto sobre la actividad, lo que sugiere que el

mecanismo de accion no corresponde al de serin proteasas.

El i6n que tuvo un efecto positivo sobre la actividad de la preparacion
proteica fue Mg?* en concentracién 10 mM, el compuesto que la inactivé fue Na,
con relacion a los demas iones evaluados la actividad no se vio afectada

drasticamente.

La fraccion semipura presento actividad de muramidasa y endopeptidasa.
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