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1. RESUMEN 

Las peptidoglucano hidrolasas son enzimas cuya función es digerir el 

peptidoglucano de la pared celular de las bacterias. Estructuralmente están 

organizadas en un dominio enzimáticamente activo, el cual es el responsable de la 

hidrólisis, y en un dominio de unión a carbohidratos, el cual normalmente tiene una 

función reguladora independiente y determina el espectro lítico al seleccionar 

elementos específicos de la pared celular. 

Previamente en el grupo de trabajo se identificaron dos peptidoglucano hidrolasas, 

con pesos moleculares de 99 y 110 kDa, producidas por Pediococcus acidilactici 

ATCC 8042. Se encontró que la proteína de 99 kDa correspondía a la primera 

peptidoglucano hidrolasa bifuncional reportada. Sin embargo, la proteína de 110 

kDa fue identificada únicamente como un transportador tipo ABC, lo cual no 

explicaba su actividad lítica, además de no poseer ningún dominio reportado como 

antimicrobiano. La proteína fue clonada y expresada para estudiar su actividad y se 

observó una degradación en fragmentos de menor peso molecular, sin embargo no 

hubo pérdida de funcionalidad, sugiriendo que sólo un dominio era el responsable 

de la actividad lítica. 

En este trabajo se buscó identificar el dominio catalítico de esta enzima, , por lo que 

se dividió a la proteína en regiones, basándonos en un modelo de la estructura de 

la proteína en la membrana. Estas regiones se clonaron y expresaron de manera 

independiente en el sistema pET-22. Por otra parte, se realizó la predicción de su 

estructura 3D por medio de modelado ab initio, así como una predicción de unión a 

sustrato (cadena análoga de peptidoglucano) utilizando la herramienta de 

acoplamiento molecular. Se encontró que una de las regiones, con un peso 

aproximado de 30 kDa, presentó actividad lítica en zimograma contra células 

liofilizadas de M. lysodeikticus, una actividad específica de N-acetilmuramidasa, 

además de que presentó la menor energía de afinidad en el acoplamiento molecular. 

Estos resultados sugieren que este fragmento contiene el sitio catalítico de la 

proteína de membrana de 110 kDa producida por Pediococcus acidilactici ATCC 

8042 con actividad de muramidasa. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1. Resistencia a antibióticos. 

El descubrimiento y la implementación clínica de los antibióticos es uno de los más 

importantes logros en la historia de la medicina, ya que se redujo sustancialmente 

la mortalidad y la morbilidad en infecciones bacterianas graves, sin mencionar que 

muchos procedimientos médicos no podrían ser llevados a cabo de manera segura 

sin la presencia de estos (Leibovici et al., 2016; Watkins y Bonomo, 2016).  

La resistencia de microorganismos a los antibióticos es un resultado evolutivo 

inevitable, persistente y multifactorial, ya que todos los organismos desarrollan 

mutaciones genéticas que les confieren insensibilidad a este tipo de fármacos. 

Algunos elementos genéticos móviles o la transferencia horizontal en bacterias, se 

encargan de esparcir estos genes de resistencia en patógenos, contribuyendo a la 

complejidad e impredecibilidad de la aparición de esta resistencia en poblaciones 

bacterianas (Pawlowski et al., 2018; Watkins y Bonomo, 2016). Las bacterias 

resistentes pueden circular en poblaciones de seres humanos y animales, a través 

de los alimentos, el agua y el medio ambiente, encontrándolas también en alimentos 

para animales y en productos destinados para el consumo humano. Estas bacterias 

resistentes a antibióticos pueden llegar a los consumidores de diversas maneras, 

por ejemplo: cuando los animales son sacrificados y procesados para alimentos, 

estas bacterias pueden contaminar estos productos como carne o lácteos derivados 

de los animales; también las frutas y verduras pueden contaminarse a través del 

contacto con tierra, agua o fertilizantes que contengan bacterias resistentes (CDC, 

2021). 

La aparición de bacterias multirresistentes a los antibióticos es un problema de salud 

pública cada vez mayor en todo el mundo y es un proceso complicado impulsado 

por múltiples factores, como puede ser la alta densidad bacteriana en las 

instalaciones de hospitales que se traduce en la transmisión de bacterias dentro de 

una comunidad y permite que surja la resistencia. La falta de saneamiento y los 

sistemas de agua contaminados pueden provocar la propagación de bacterias 

resistentes en aguas residuales, mientras que una prescripción inadecuada y 
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excesiva de antibióticos de amplio espectro en humanos puede ejercer una presión 

selectiva sobre bacterias comunes. Por otra parte, ha ocurrido un uso excesivo de 

antibióticos en la producción pecuaria, no para tratar enfermedades en el ganado 

sino para promover su crecimiento, y se ha observado una alta correlación entre el 

desarrollo de la resistencia con la frecuencia de uso de estos fármacos (Furusawa 

et al., 2018; Watkins y Bonomo, 2016; WHO, 2015).  

Debido a que muchos antibióticos pertenecen a la misma clase de moléculas 

químicas, la resistencia a un antibiótico específico puede conducir a la resistencia a 

toda una clase relacionada. Combatir el aumento de esta resistencia es una 

preocupación mundial, por lo que la OMS (WHO) ha respaldado planes de acción 

para solucionar este problema (WHO, 2015). 

En el 2017 la OMS publicó una lista de ‘patógenos prioritarios’ resistentes a los 

antibióticos, en la que se incluyen las 12 especies o grupos taxonómicos de 

bacterias más peligrosas para la salud humana. La lista se divide en tres categorías 

con arreglo a la urgencia en que se necesitan los nuevos antibióticos: prioridad 

crítica, alta o media (Tabla 1). 

Tabla 1. Lista de microorganismos prioritarios resistentes a antibióticos.  

Prioridad Microorganismos Resistencia 

I. Crítica -Acinetobacter baumannii 

-Pseudomonas aeruginosa 

-Enterobacteriaceae 

Carbapenémicos 

II. Elevada -Enterococcus faecium 

-Staphylococcus aureus 

-Helicobacter pylori 

-Campylobacter spp. 

-Neisseria gonorrhoeae 

Vancomicina, metilicina, 

claritromicina, 

fluoroquinolonas, 

cefalosporina 

III. Media -Streptococcus pneumoniae 

-Haemophilus influenzae 

-Shigella spp 

Ampicilina y 

fluoroquinolonas 



 8 

El grupo de prioridad crítica incluye las bacterias multirresistentes, especialmente 

peligrosas en hospitales, que pueden provocar infecciones graves y a menudo 

letales, como infecciones de la corriente sanguínea y neumonías; estas bacterias 

han adquirido resistencia a los mejores antibióticos disponibles para tratar bacterias 

multirresistentes. 

Los niveles segundo y tercero de la lista (prioridades alta y media) contienen otras 

bacterias que exhiben farmacorresistencia creciente y provocan enfermedades 

comunes, como la gonorrea o intoxicaciones alimentarias (WHO, 2017). 

La falta de nuevos antibióticos en la línea de desarrollo farmacéutico representa un 

problema, además de que la mayoría de los antibióticos actualmente están dirigidos 

a patógenos Gram negativos, mientras que la mayoría de los casos de sepsis ahora 

son causados por patógenos Gram positivos (Dodds, 2017). Es por este motivo que 

se ha incrementado la búsqueda de otras opciones para desarrollar nuevos agentes 

antimicrobianos, de los que un ejemplo son sustancias de naturaleza proteica con 

actividad antagónica producidas por bacterias ácido lácticas (BAL)  

 

2.2. Bacterias ácido lácticas. 

Las BAL constituyen un grupo de microorganismos muy extendido en la naturaleza 

los cuales se encuentran en hábitats ricos en nutrientes como cereales, frutas, 

vegetales, leche y carne. Estos microorganismos son generalmente considerados 

benéficos y algunas cepas, incluso, como bacterias promotoras de la salud 

(probióticos); son conocidos por su capacidad de producir ácido láctico como 

principal producto final de su metabolismo anaeróbico y por sintetizar una amplia 

gama de metabolitos, los cuales actúan de manera sinérgica para prevenir o 

eliminar la contaminación bacteriana, además de contribuir en las propiedades 

nutricionales, sensoriales y tecnológicas de productos alimenticios fermentados 

(Grosu-Tudor et al., 2014; Ruiz et al., 2019). 

Las BAL forman parte de las bacterias Gram positivas, unidas por ciertas 

características morfológicas, metabólicas y fisiológicas. Son anaerobias 
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aerotolerantes, normalmente no móviles, no formadoras de esporas, catalasa 

negativa, ácidotolerantes, con morfología de coco, coco-bacilo o bacilo y 

estrictamente fermentativas obteniendo ácido láctico como unos de los principales 

productos durante la fermentación de carbohidratos. Según su clasificación 

taxonómica actual, pertenecen a la familia de los Firmicutes, clase Bacilli, en el 

orden de los Lactobacillales; constituyen un grupo bastante heterogéneo. Entre los 

géneros incluidos se encuentran: Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, 

Streptococcus, Enterococcus, Vagococccus, Leuconostoc, Weissella, Oenococcus, 

Pediococcus y Tetragenococcus (Tsakalidou, 2011; Salminen, 2004).  

El papel principal de las BAL en un alimento fermentado es convertir azúcares en 

ácido láctico por medio de la fermentación. De este modo contribuyen con la 

seguridad del producto creando condiciones no favorables para el desarrollo de 

microorganismos patógenos y de deterioro y tienen también un impacto en las 

características sensoriales y en la calidad del producto final (Kröckel, 2013). 

Una característica importante de estas bacterias (BAL) es la producción de ácido 

láctico como el principal producto en la fermentación de los carbohidratos. Dado la 

falta de un sistema respiratorio funcional, las BAL obtienen su energía a través de 

fosforilación a nivel de sustrato siguiendo dos vías metabólicas para la fermentación 

de hexosas, homofermentativa y heterofermentativa. Como se muestra en la Figura 

1, la vía homofermentativa se basa en la glucólisis con la producción de ácido láctico 

principalmente, mientras que la vía heterofermentativa, sigue la ruta de las pentosas 

fosfato, que se caracteriza por la producción de CO2  y etanol o acetato además del 

ácido láctico (Mora-Villalobos et al., 2020; Salminen, 2004). 

El tipo de fermentación es un criterio taxonómico importante. Por ejemplo los 

géneros de Lactobacillus y Pediococcus son homofermentativos obligatorios, así 

como los géneros Carnobacterium, Leuconostoc y Weissella son 

heterofermentativos obligatorios (Salminen, 2004). 
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Figura 1. Tipo de fermentación de las bacterias ácido lácticas; fermentación láctica 

homofermentativa (línea azul), fermentación láctica heterofermentativa (línea roja) (Tomado y 

modificado de Endo et al., 2019). 

 

Las bacterias ácido lácticas tienen la capacidad de producir numerosos compuestos 

antimicrobianos que incluyen ácido láctico, ácido acético, ácido propiónico, alcohol 

y diacetilo. Estos compuestos antimicrobianos interactúan con las membranas 

celulares de los patógenos nocivos e inhibien su crecimiento mediante una 

disminución del pH intracelular y desnaturalizando las proteínas de la membrana 

produciendo una disfunción de la permeabilidad de membrana. Además de estos 

compuestos antimicrobianos de origen orgánico, producen compuestos de 

naturaleza proteica como pueden ser las bacteriocinas y las peptidoglucano 

hidrolasas (Gupta et al., 2018; Salminen, 2004). 
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Tabla 2. Lista de compuestos con actividad antimicrobiana producidos por BAL. 

(Cleusix et al., 2007; Cotter et al., 2013; Imlay et al., 1988; Schaefer et al., 2010; 

Tamarit et al., 1998). 

Compuestos con actividad 

antimicrobiana 

Mecanismo de acción 

- Ácidos orgánicos 

- Diacetilo 

- Etanol 

La disminución del pH de las células puede afectar 

numerosos procesos y puede conducir a la 

desnaturalización interna de las enzimas, la mayor 

concentración de aniones dentro de la célula también 

puede conducir a un aumento en el transporte de iones de 

potasio a la célula, lo que modifica la osmolaridad de las 

células y, por lo tanto, inhibe el crecimiento celular. 

- Reuterina 

Induce al estrés oxidativo ya que el aldehído reactivo en la 

reuterina reacciona con grupos tiol de pequeñas 

moléculas y proteínas, lo que puede conducir a su 

inactivación.  

- Peróxido de 

hidrógeno  

Su mecanismo no se ha comprendido completamente, sin 

embargo, es muy probable que sea una combinación de 

daño en el DNA, oxidación de proteínas e interrupción 

membranal de la célula objetivo. 

- Bacteriocinas 

Péptidos sintetizados ribosomalmente que inhiben el 

crecimiento al hacer poros en la membrana de las 

bacterias y, por lo tanto, alterar su permeabilidad. Se han 

propuesto muchos sistemas de clasificación para 

bacteriocinas, uno de los cuales es el de Cotter, 2013. 

-Clase I. Lantibióticos 

-Clase II. No-lantibióticos 

-Clase III. Bacteriolisinas 

- Peptidoglucano 

hidrolasas 

Son enzimas encargadas de hidrolizar el peptidoglucano 

de la pared celular de las bacterias. 
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2.3. Peptidoglucano hidrolasas (PGH). 

Las peptidoglucano hidrolasas (PGH) son un grupo de agentes biológicos que 

tienen la capacidad de mejorar o potenciar muchos de los actuales fármacos contra 

diversas bacterias por ejemplo, micobacterias (Gustine, 2019), ya que estas 

enzimas son las responsables de hidrolizar los enlaces del peptidoglucano (PG) 

(Vollmer et al., 2008).  

El PG es el principal componente de la pared celular de las bacterias, forma 

múltiples capas, presenta una conformación tridimensional que origina una pared 

celular muy fuerte y rígida, garantizando la integridad y la forma de la célula. Está 

constituido por cadenas de glicano formados principalmente por los ácidos N-

acetilglucosamina (GlcNAc) y N-acetilmurámico (MurNAc) unidos por el enlace β-

1,4 (Rolain et al., 2012). Las cadenas peptídicas están unidas covalentemente a 

través de su N- terminal y el grupo lactil del MurNAc, y pueden variar en su 

composición dependiendo la especie bacteriana. En BAL, la secuencia concenso 

de aminoácidos del péptido del PG es L-Ala-γ-D-Glu-X-D-Ala, donde el tercer 

aminoácido (X) es un di-amino ácido, siendo frecuentemente L-Lys (L. lactis y en la 

mayoría de los lactobacilos) (Chapot-Chartier, 2014). Las subunidades del PG 

disacárido-pentapéptido son polimerizadas por la actividad de transglucosilasa de 

los complejos de síntesis de PG para formar cadenas de glucano (Wyckoff et al., 

2012). 

 

Cabe mencionar que la pared celular de las bacterias Gram positivas está más 

expuesta a la superficie celular, haciéndola más accesibles tanto a antibióticos, 

hidrolasas y toxinas, incluyendo autólisis dirigida y enzimas  como la lisostafina, una 

enzima secretada por Staphylococcus simulans, que ataca la pared celular de 

Staphylococcus aureus (Kumar, 2008). También pueden estar asociados otro tipo 

de compuestos, como son los ácidos teicoicos, lipoteicoicos y/o polisacáridos, 

diferenciándola de la pared celular de las bacterias Gram negativas, en las cuales 

el peptidoglucano se encuentra protegido de este tipo de enzimas por la membrana 

externa y facilitan un reciclaje de PG eficiente, productos de renovación de PG y 

minimizan la liberación de fragmentos de la célula, además están constituidas por 
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una capa delgada y no contienen ácidos teicoicos ni lipoteicoicos (Nigro et al., 2008, 

Wyckoff et al., 2012). 

 

Estas enzimas pueden tener más de una función fisiológica (Figura 2), entre ellas, 

la regulación del crecimiento de la pared celular, el crecimiento celular, donde la 

separación de los enlaces del PG son necesarios para insertar el PG sintetizado, la 

separación de las células hijas durante la división celular, el proceso de autólisis, en 

particular cuando las células experimentan condiciones de estrés y para mantener 

la integridad de la célula (Vollmer et al., 2008, Chapot-Chartier, 2014).  

Figura 2. Funciones fisiológicas sobre la pared celular de las peptidoglucano hidrolasas (Tomado y 

modificado de Vollmer et al., 2008). 

 

Estas enzimas pueden clasificarse en cuatro grupos, dependiendo del enlace del 

peptidoglucano que hidrolicen (Figura 3). 

i. N-acetilglucosaminidasas (glucosaminidasas). Hidrolizan el enlace β-1,4 

entre el N-acetilglucosamina (GlcNAc) y el N-acetilmurámico (MurNAc) 

dejando un extremo N-acetilglucosamina reductor. 
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ii. N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa (amidasas). Hidrolizan el enlace 

entre el grupo lactil del N-acetilmurámico (MurNAc) y el α-amino del L-ala, el 

cual es el primer aminoácido de la cadena lateral peptídica. 

iii. Peptidasas. Hidrolizan varios enlaces del PG y dentro de esta clase se 

encuentran las endopeptidasas (rompen los enlaces formados por los 

péptidos) y las carboxipeptidasas (hidrolizan el último aminoácido del 

extremo carboxilo de los péptidos). 

iv. N-acetilmuramidasas (muramidasas). Hidrolizan el enlace β-1,4 entre el N-

acetilmurámico (MurNAc) y el N-acetilglucosamina (GlcNAc). Este enlace se 

puede romper de dos maneras, la primera es como lo hacen las lisozimas, 

las cuales hidrolizan el enlace glucosídico, dejando como producto terminal 

un extremo ácido N-acetilmurámico reductor libre, por el contrario las 

transglicosilasas líticas rompen este enlace con una transglucosilación 

intramolecular resultando en la formación del anillo 1,6-anhidro en el residuo 

del N-acetilmurámico del producto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Sitios de acción de peptidoglucano hidrolasas sobre la pared celular bacteriana. (Tomado 

y modificado, Sharma et al., 2016). 
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Actualmente se están generando diversas herramientas computacionales para 

obtener una mejor clasificación e identificación de estas enzimas, ya que incluir en 

las categorías existentes a  las nuevas peptidoglucano hidrolasas que van 

apareciendo a partir de datos genómicos y metagenómicos es difícil debido a la falta 

de similitud con las ya caracterizadas previamente (Sharma et al., 2016). 
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3. ANTECEDENTES 

García-Cano, de nuestro grupo de trabajo, reportó en el 2013 dos proteínas 

producidas por la BAL Pediococcus acidilactici ATCC 8042 que presentaron 

actividad lítica en zimograma contra células liofilizadas de M. lysodeikticus, con 

masas moleculares de 99 y 110 kDa, tras un proceso parcial de purificación (Figura 

4). Estas proteínas también fueron evaluadas por el método de difusión en agar 

contra bacterias patógenas (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Streptococcus 

pyogenes, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, 

Lactobacillus paracasei, Salmonella entérica serovar Typhimurium y Escherichia 

coli), las cuales mostraron un amplio espectro de inhibición. 

 

Figura 4. Detección de PGH en P. acidilactici ATCC 8042. SDS-PAGE y Zimograma contra M. 

lysodeikticus (Tomada de García-Cano et al., 2011). 

 

Se determinó por espectrometría de masas la identidad de estas proteínas, y se 

obtuvo como resultado que la proteína que se observa en la masa molecular de 99 

kDa corresponde a una N-acetilmuramidasa, con dos regiones conservadas 

correspondientes a dominios de N-acetilmuramil-L-alanina amidasa y N-

acetilglucosaminidasa, mientras que la proteína con masa molecular de 110 kDa fue 

identificada como un transportador tipo ABC.  
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Campos-Gómez (2015) identificó a la proteína de 99 kDa como la primera 

peptidoglucano hidrolasa bifuncional reportada en bacterias ácido lácticas y 

demostró que ambos dominios catalíticos identificados presentan actividad lítica de 

manera independiente.  

Paralelo a esto, en el 2013 García-Cano comparó el espectro de inhibición de la 

proteína recombinante de 99 kDa con la mezcla de las proteínas nativas de P. 

acidilactici ATCC 8042 de 99 y 110 kDa. Se observó que en la proteína 

recombinante de 99 kDa se presenta una disminución en el espectro de inhibición 

en todos los casos, así como una pérdida total de la actividad antimicrobiana contra 

Gram negativos y Bacillus sp., los cuales se encuentran resaltados en amarillo en 

la Tabla 3 en comparación con la mezcla de ambas proteínas.  

Este resultado sugeriría que la actividad contra este tipo de microorganismos está 

dada principalmente por la proteína de 110 kDa, a pesar de no haber sido 

identificado en la misma ningún dominio característico de una enzima con actividad 

antimicrobiana, como los que posee la proteína de 99 kDa y hasta el momento no 

existen reportes de transportadores tipo ABC que posean una actividad lítica contra 

diferentes microorganismos. 

Para confirmar esta teoría y poder estudiar a mayor detalle la actividad lítica 

observada por la proteína de 110 kDa, Matamoros en el 2013 clonó y expresó el 

gen que codifica para esta proteína con ayuda de los vectores pCR®-XL-TOPO 

(vector de clonación) y pET 20+(b) (vector de expresión) y las cepas E. coli BL21 y 

E. coli BL21 pLysS.  

La actividad lítica de la proteína recombinante se estudió en zimogramas que 

contenían células liofilizadas de M. lysodeikticus y S. aureus. En los geles con S. 

aureus, la proteína se degradó en varias bandas, sin verse afectada la actividad 

lítica; sin embargo para el caso de los zimogramas realizados contra M. 

lysodeikticus únicamente se observó actividad en masas moleculares por debajo de 

los 66 kDa (Figura 5). 
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 Tabla 3. Comparación de espectro antimicrobiano de la mezcla de proteínas 

nativas de 99 y 110 kDa con la proteína recombinante de 99 kDa. 

Mezcla de proteínas nativas de 99- y 110 kDa de P. acidilactici 

ATCC 8042 

Proteína recombinante 

de 99-kDa 

Gram-positivas 

 mm/mg proteína mm/mg proteína 

Bacillus cereus CFQ-B230 206.4 0.0 

Bacillus subtilis ATCC 6633 127.2 0.0 

Streptococcus pyogenes CFQ-B-218 188.9 40.8 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 180.2 11.4 

Enterococcus faecium QB 99.4 25.8 

Enterococcus faecalis QB 88.9 19.9 

Listeria monocytogenes CFQ-B-103 77.8 23.6 

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 86.9 22.1 

Lactobacillus paracasei CFQ-B-90 79.2 24.7 

Gram-negativas 

Salmonella entérica serovar Typhimurium 
ATCC 14028 

200.6 0.0 

Escherichia coli DH5α 76.6 0.0 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0.0 0.0 

(García-Cano, 2013) 
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Figura 5. Actividad lítica en zimograma de la proteína recombinante producida en E. coli 

BL21pLysS. Carril M: marcador de alto peso molecular; 1: sobrenadante concentrado vs M. 

lysodeikticus; 2: sobrenadante concentrado vs S. aureus (Tomado de Matamoros, 2013). 

 

 
 

El análisis de la información obtenida con las bases de datos, coinciden en que la 

característica más notable de la proteína es la presencia de una zona homóloga a 

un transportador ABC sinque se encuentren regiones características de 

muramidasas o amidasas (peptidoglucano hidrolasas), que expliquen la actividad 

lítica ya observada. Para poder entender de mejor manera a la proteína Matamoros 

(2013) realizó un modelado por homología utilizando el programa YASARA, el cual 

es un programa computacional que da información estructural de enzimas y 

contiene una gama de características adecuadas para ayudar al trabajo del 

modelado de proteínas (Land y Humble, 2018). Se identificó una región que 

presenta similitud estructural con la colicina Ia, proteína tóxica secretada por E. coli 

al medio extracelular, capaz de formar poros en la membrana y la cual ha sido 

reportada como poseedor de actividad lítica contra diversos microoganismos 

(Figura 6).  
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Figura 6. Modelado de la proteína de 110 kDa utilizando el programa YASARA (Matamoros, 2013). 
 

 

 

Posteriormente, Barbosa en el 2018 identificó otros dominios de la proteína 

mediante análisis bioinformático, y encontró que la similitud más alta de esta 

proteína se encuentra en los siguientes dominios: 

• Transportador ABC 

• Aceptor quimiotáctico de metilos  

• Proteína requerida para infección por fagos (YhgE) 

De estos, el aceptor quimiotáctico de metilos es el dominio más variable en las 

proteínas homólogas a la de 110 kDa. Hasta el momento ninguno de estos dominios 

se ha reportado como antimicrobiano, bacteriostático, bactericida o bacteriolítico,  

además de que las proteínas que presentan similitud con la proteína de interés son 

hipotéticas y aún no hay informes de haber sido purificada, cristalizada o aislada, 

debido principalmente a la complejidad que lleva el análisis de las proteínas de 

membrana. 

Entre las proteínas que tienen homología, la única con efecto antimicrobiano es la 

colicina Ia, sin embargo, el porcentaje de identidad es bajo (10%) y no cubre toda la 

secuencia de aminoácidos. Con la ayuda de diversos programas computacionales 

y tomando en cuenta diversos parámetros, se realizó la predicción estructural de la 

proteína (Figura 7), pero estos resultados no aportan información acerca de la 
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actividad lítica o antimicrobiana de la proteína. En la Figura 7 se observa la 

predicción estructural de la proteína, en la que se pueden observar tres regiones: 

dos interaccionan con la pared celular y uno transmembranal. 

Figura 7. Predicción estructural de la proteína de 110 kDa de P. acidilactici ATCC 8042 (Tomado 

de Barbosa, 2018). 

 

Posteriormente se clonó el gen que codifica para la expresión de la proteína y, con 

el fin de que esta se exprese completa y funcional, se planteó un sistema de 

expresión en el cual el vector no exporte la proteína al sobrenadante y de esta 

manera protegerla de su hidrólisis durante el proceso, lo cual se logra con el  vector 

pET-19b. Se optimizaron las condiciones de producción de la proteína recombinante 

esperando que la proteína mantuviera su integridad y, principalmente, su 

funcionalidad durante el proceso. Los resultados en zimograma fueron parecidos a 

lo obtenido por Matamoros en el 2013, ya que se sigue observando una degradación 

de la proteína en dos o hasta tres bandas, pero a pesar de que la proteína se 

degrada sigue manteniendo actividad antimicrobiana,  sólo contra M. lysodeikticus 

sino también contra S. aureus, como se muestra en la Figura 8 donde se verificó la 

actividad antimicrobiana de los restos celulares de la cepa E. coli BL21 pET19-110 

solubilizados con diferentes detergentes, siendo los de mayor actividad los carriles 

5, 6 y 7, los cuales fueron solubilizados como DOC 2%, TRITON 1% y CHAPS 

0.429%, respectivamente.   
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Figura 8. Zimogramas con actividad lítica contra células liofilizadas de M. lysodeikticus y S. aureus 

(Tomado de Barbosa, 2018).  

 

Para conocer si el mecanismo de acción de la proteína recombinante es análogo a 

una PGH se evaluó la actividad de la misma mediante pruebas con sustrato 

específico, dando únicamente un resultado positivo en el caso de las pruebas de 

muramidasa, a pesar de no tener los dos dominios típicos de lisozimas y tuvo efecto 

contra diversos patógenos, por lo que no se descarta que se trate de una 

muramidasa. 

Pediococcus acidilactici es una bacteria ácido láctica de gran importancia en la 

industria de lácteos y cárnicos, debido a sus propiedades probióticas, por lo que es 

objeto de estudio en diversos grupos de trabajo los cuales han tratado de aislar y 

caracterizar PGH producidas por este microorganismo y han probado su actividad 

antagónica contra otras bacterias patógenas en alimentos, principalmente.  

Gandhi y su grupo de trabajo en el 2020 estudiaron el genoma de Pediococcus 

acidilactici NCDC 252, en el cual se mostraba la presencia de dos genes que 

codificaban a la expresión de PGH con pesos moleculares de aproximadamente 

105.5-kDa y 30.9 -kDa. Al estudiar su actividad mediante zimogramas contra células 

liofilizadas de M. lysodeikticus observaron, al igual que en los trabajos previamente 
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mencionados de Barbosa (2018) y Matamoros (2013), bandas de actividad lítica a 

menores pesos moleculares (aproximadamente 11, 15, 23 y 35 kDa). Los autores 

sugieren que esta actividad se debe a productos de degradación de la proteína que 

retienen una actividad lítica muy baja, ocasionado por las condiciones 

experimentales utilizadas, cabe mencionar que estas enzimas no son 

recombinantes (Gandhi et al., 2020). Con estos resultados es posible comparar el 

comportamiento de esta proteína nativa reportada como una PGH producida por 

Pediococcus acidilactici, con la proteína de 110 kDa identificada en el grupo de 

trabajo como una proteína transportadora tipo ABC sin dominios homólogos a una 

PGH. 

Por esta razón surge este trabajo, para resolver las siguientes incógnitas: ¿Por qué 

la proteína de 110 kDa tiene actividad de muramidasa, si su secuencia no es 

homóloga a ninguna peptidoglucano hidrolasa reportada en la base de datos?, 

¿Cuál o cuáles son los dominios encargados de esta actividad lítica? 
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4. HIPÓTESIS  

 

La actividad antimicrobiana de la proteína transmembranal de 110 kDa de 

Pediococcus acidilactici ATCC 8042, radicará en uno solo de los tres dominios que 

se clonarán y expresarán de manera independiente 

5. OBJETIVO 

 

Determinar qué región o regiones de la enzima son la o las responsables de la 

actividad antimicrobiana, así como entender la relación entre la función y estructura 

de la proteína. 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Diseñar cebadores que permitan la amplificación de las tres regiones de la 

proteína de 110 kDa de Pediococcus acidilactici ATCC 8042. 

 

 Clonar y expresar las tres regiones de manera independiente en E. coli. 

BL21. 

 

 Mediante análisis bioinformático, Identificar la región o las regiones con 

actividad antimicrobiana. 

 

 Predecir la estructura tridimensional de la proteína completa y/o de la región 

o las regiones antimicrobianas así como predecir el sitio de unión a ligando 

por medio de acoplamiento molecular. 
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7. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

Figura 9. Esquema general de trabajo. 
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7.1. Clonación de las tres regiones de manera independiente. 

7.1.1. Diseño de cebadores específicos. 

En trabajos anteriores se han utilizado diferentes vectores de expresión para la 

clonación de esta proteína como son el pET-19b y el pET-20b. Por lo tanto, en este 

trabajo se propone el uso del vector de expresión pET-22b y en la Tabla 4 se 

muestran las diferencias entre este y los vectores usados previamente en el grupo 

de trabajo.  

Tabla 4. Diferencias entre los vectores de clonación y expresión utilizados en 

trabajos anteriores y en esta propuesta. 

 

Se utilizó la propuesta estructural de la proteína de 110 kDa de Barbosa (2018), la 

cual se dividió en tres dominios: dos que interactúan con la pared celular, uno de 

ellos con similitud a colicinas, y un dominio transmembranal, como se muestra en la 

Figura 10. Se diseñaron cebadores específicos con ayuda de los softwares como 

Clone Manager, SnapGene, SerialCloner y OligoCalc (Tabla 5), tomando en cuenta 

las enzimas de restricción presentes en el vector de expresión pET-22b para 

amplificar cada uno de los dominios previamente mencionados del gen de interés 

de P. acidilactici ATCC 8042 de manera independiente y de esta manera obtener 

distintas subclonas. 

Característica pET-19b pET-20b pET-22b 

Péptido señal No Si Si 

Promotor T7 lac T7 T7 lac 

Tallo de histidinas N-Ter C-Ter C-Ter 

Antibiótico Ampicilina Ampicilina Ampicilina 

Tamaño 5.717 kb 3.716 kb 5.493 kb 
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Figura 10. Predicción estructural de la proteína de 110 kDa de P. acidilactici ATCC 8042 dividida 

en las tres regiones para el diseño de cebadores. 

 

Tabla 5. Cebadores diseñados para la amplificación de los tres dominios. 

 

 

Región Cebadores Secuencia (5’-3´) 
Tam. 

amplicón 

Tm 

(°C) 

PM 

(kDa) 

Región 
I 

RI-NcoI110f 
GCG CCA TGG GAG TTC GCA AAG 

AGT GGA AAT T 
~1502 pb 

64.4 

51.6 

RI-XhoI110r 
CGC TCG AGG AAA TTA ATG GTT 

GCT TG 
58.0 

Región 
II 

RII-NcoI110f 
ATT CCA TGG AGC AGG ATT AAG 

TGC AGA AGA 
~1076 pb 

60.3 

34.9 

RII-XhoI110r 
ATA CTC GAG TGC GGC AAA CAT 

GTT 
55.7 

Región 
III 

RIII-
BamHI110f 

CGG GAT CCG ACT AAA TTG AAA 
CAC AC 

~683 pb 

58.0 

24.4 
RIII-

XhoI110r 
CGC CTC GAG TCT TTC AAC TTC 

TTG 
57.4 
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7.1.2. Extracción de plásmido. 

Se realizó la extracción de plásmido pET19-110 que contiene al gen que codifica 

para la proteína de 110 kDa identificada previamente como un transportador ABC, 

para lo que se ocupó el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo-Scientific), 

siguiendo las especificaciones señaladas por el proveedor.  

7.1.3. Amplificación del gen completo que codifica a la proteína de 110 

kDa. 

Para la amplificación del gen completo de la proteína de 110 kDa se utilizaron los 

cebadores que se muestran en la Tabla 6 (Barbosa, 2018), utilizando como DNA 

templado el plásmido de la construcción pET19-110 (100 ng). Los cebadores se 

utilizaron a un concentración final de 0.3 M, los dNTP’s (Thermo-Scientific) a 0.2 

mM, la enzima se ocupó 1 U y el amortiguador de la enzima (10X PCR buffer, 

Thermo-Scientific, USA) se diluyó hasta llegar a una concentración final de 1X, se 

adicionó agua hasta llegar a un volumen final de 25 L por cada reacción. La 

condiciones a las que se llevó a cabo la reacción de la PCR se muestran en la Tabla 

7. 

Tabla 6. Cebadores para la amplificación del gen completo de la proteína de 110 

kDa. 

 

 

 

 

Cebadores Tm (ºC) Secuencia (5’-3’) 

ExNco-110 (Fw) 64.4 
GCG CCA TGG GAG TTC GCA AAG AGT 

GGA AAT T 

E110RXho (Rv) 58.9 
TGA CTC GAG TCT TTC AAC TTC TTG AAG 

CTT 
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Tabla 7. Condiciones de la PCR. 

 

7.1.4. Amplificación de las regiones de interés del gen que codifica para 

la proteína de 110 kDa. 

Para la amplificación de las diferentes secuencias se utilizó la enzima Platinum Taq 

DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific) y se siguieron las recomendaciones del 

proveedor. Se utilizó la misma construcción que contiene el gen completo de la 

proteína de 110 kDa (pET19-110) como DNA templado (100 ng). Los reactivos se 

utilizaron a las concentraciones finales mencionadas previamente en la sección 

7.1.3,  siguiendo las condiciones de amplificación que se muestran en la Tabla 8. 

Tabla 8. Condiciones utilizadas para la amplificación de las regiones de interés. 

Etapa Tiempo T (ºC) Ciclo 

Desnaturalización inicial 2 min 94 1X 

Desnaturalización 30 s 94 

35X Alineamiento 30 s 55 

Extensión 1:30 min 72 

Extensión final 5 min 72 1X 

Etapa Tiempo  T (ºC) Ciclo 

Desnaturalización inicial 2 min 94 1x 

Desnaturalización 1 min 94 

25x Alineamiento 1 min 55 

Extensión 1 min 72 

Extensión final 7 min 72 1x 
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7.1.5. Visualización de los productos de PCR en gel. 

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 1% (m/v) 

utilizando el amortiguador TAE 1X (Bio-Rad). La electroforesis se corrió a 90 V 

durante 1 h, el producto de PCR se purificó a partir de banda utilizando el kit Wizard 

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las especificaciones 

recomendadas por el proveedor. 

7.1.6. Elaboración de las construcciones con el plásmido TOPO 2.1. 

A partir de las regiones de interés amplificadas por PCR y utilizando las condiciones 

indicadas en el protocolo del kit de clonación del vector pCRTM2.1-TOPO se 

generaron las construcciones para cada uno de los genes de interés. Esta técnica 

sigue la estrategia de clonación TA en un solo paso, con una inserción directa de 

los productos de PCR amplificados previamente con una taq polimerasa en el vector 

linearizado sin utilizar una ligasa. La enzima Taq polimerasa posee una actividad de 

transferasa terminal no dependiente del templado, lo cual le permite añadir una 

única desoxiadenosina (A) en los extremos 3’ terminales de los productos de PCR. 

El vector linearizado posee una desoxitimidina (T) en el residuo terminal 3’ y con 

ayuda de la topoisomerasa I, permiten las inserciones de PCR ligándolas de manera 

eficiente con el vector. La topoisomerasa I se une a la doble cadena de DNA en 

sitios específicos y divide el enlace fosfodiéster después de la secuencia 5’ -CCCTT 

en una hebra (Shuman, 1992). La energía proveniente de esta ruptura es 

conservada por la formación de un enlace covalente entre el fosfato 3’ de la hebra 

dividida y un residuo de tirosina (Tyr-274) de la topoisomerasa I, el enlace fosfo-

tirosil entre el DNA y la enzima puede ser atacado por el hidroxil 5’ de la hebra 

original, revirtiendo la reacción y de esta manera se libera la topoisomerasa I 

(Shuman, 1994). 

7.1.7. Obtención de células competentes de E. coli DH5, E. coli BL21. 

Se tomaron 100 L de células de E. coli que se adicionaron a un tubo con 3 mL de 

medio LB, incubándolo de 16-20 h a 37ºC, 200 rpm, se tomó 1 mL y se resembró 

en 3 mL del mismo medio siguiendo las mismas condiciones de incubación por 1 h, 

alcanzando una DO600nm= 0.4- 0.7, se alicuotó 1 mL de cultivo en un micro tubo de 
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1.5 mL, se centrifugó a 14000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente, se 

desechó el sobrenadante y se disolvió el pellet obtenido en 600 L de CaCl2 100 

mM, se dejó reposar en hielo por 30 min. Posteriormente se centrifugó con las 

condiciones mencionadas previamente y se resuspendió nuevamente el pellet en 

200 L de CaCl2 100 mM frío. 

7.1.8. Transformación de células E. coli BL21. 

La transformación consistió en mezclar 50 L de células competentes con 5 L de 

construcción que se dejó reposar en hielo 10 min, el tubo fue sometido a un choque 

térmico colocándolo en un baño de agua a 42ºC por 2 min y pasado el tiempo se 

colocó inmediatamente en hielo por 5 min, posteriormente se agregó 1 mL de medio 

LB y se dejó incubar 1 h a 37ºC y 200 rpm, se sembraron tres cajas de cada 

construcción de las células transformadas a una caja petri con medio LB y el 

antibiótico de selección, esparciéndolo con perlas de vidrio. 

7.1.9. Elaboración de las construcciones con el plásmido pET-22b. 

El vector pET-22b y las regiones de interés insertadas en el vector de clonación 

pCRTM2.1-TOPO, fueron sometidos a dobles digestiones con las enzimas de 

restricción correspondientes, las cuales fueron tomadas en cuenta durante el diseño 

de todos los cebadores. El volumen de cada reacción fue de 20 µL. Esta mezlca se 

incubó a 37ºC durante 1 h y posteriormente se inactivaron las enzimas a 80ºC 

durante 20 min. El producto de ambas digestiones se sometió a electroforesis y 

posteriormente a su purificación a partir de gel en las condiciones mostradas 

previamente con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). El 

vector pET-22b, doblemente digerido y purificado fue sometido a una 

desfosoforilación utilizando fosfatasa alcalina termosensible (Fast AP, Thermo 

Fisher) para evitar una posible recircularización. 

Para generar cada construcción se utilizó la relación molar 3:1 (inserto:vector), para 

cada reacción se utilizaron aproximadamente 50 ng de vector, 1 U de T4 DNA 

Ligasa (Thermo-Scientific, USA) y el amortiguador de la enzima a una concentración 

final de 1X, cada reacción tuvo un volumen final de 20 L. La reacción de ligación 
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se llevó a cabo a temperatura ambiente por 12 h. El producto de la ligación se 

transformó en células de E. coli BL21 (DE3) quimiocompetentes. Las cepas de E. 

coli BL21 y sus derivados son por mucho las cepas más utilizadas para la 

producción de proteínas recombinantes ya que presentan muchas ventajas 

comparadas con otras cepas, principalmente su rápido crecimiento, alto rendimiento 

de biomasa, y la baja expresión de proteasas (Wurm et al., 2016), carece de las 

proteasas Lon (citoplasma) y OmpT (membrana extraceluar), posee baja 

producción de acetato a altos niveles de glucosa, contiene el lisogeno λDE3 el cual 

contiene el gen para la T7 RNA polimerasa bajo el control del promotor lacUV5 el 

cual direcciona altos niveles de expresión de los genes clonados bajo el control del 

promotor T7 (Ahmad et al., 2018), promotor bajo el cual trabaja el sistema de 

expresión pET. 

7.1.10. Análisis de las transformantes. 

Las clonas positivas se sembraron en medio LB con ampicilina (100 µg/mL) y se 

incubaron a 37ºC por 12 h a 250 rpm, para cada una de ellas se realizó PCR de 

colonia, extracción de plásmido y utilizando como DNA templado los plásmidos 

extraídos de las colonias seleccionadas para cada construcción, se realizó la PCR 

con los cebadores universales T7, T7 promotor (5´- TAATACGACTCACTATAGGG 

-3´) y T7 terminador (5´- GCTAGTTATTGCTCAGCGG -3´) los cuales están 

presentes en la secuencia del vector y tienen una Tm de 55 ºC, utilizando la enzima 

Platinum Taq Polimerasa. Paralelamente se realizaron las reacciones de PCR con 

los cebadores específicos, es decir, los diseñados para cada uno de los fragmentos. 

Para este caso se utilizó la misma enzima, con las condiciones descritas 

previamente en la Tabla 7. 

7.1.11.  Secuenciación de las construcciones. 

Los plásmidos puros de las construcciones obtenidas fueron enviados para su 

secuenciación a los laboratorios de MacroGen Inc (Seúl, Corea del Sur). 

Posteriormente cada una de las secuencias fue sometida a un alineamiento múltiple 

utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para nucleótidos 

del NCBI (National Center of Biotechnology Information). 
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7.2. Expresión de las proteínas recombinantes. 

7.2.1. Condiciones óptimas de producción de la proteína recombinante. 

Se preparó un preinóculo de la cepa con las construcciones el cual se incubó a 

37ºC, 250 rpm durante 12 h, el preinóculo se resembró tomando una alícuota del 

2% en matraces de Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio LB con ampicilina 

(100 µg/mL), siguiendo las mismas condiciones de incubación hasta alcanzar una 

DO600nm entre 0.6-0.8, se adicionó IPTG como inductor en las concentraciones (0.4 

y 1mM). Una vez adicionado el inductor la fermentación se siguió 18 h a 22ºC y 250 

rpm. Concluido el tiempo, se separaron las células del sobrenadante centrifugando 

los cultivos a 4000 rpm, 30 min a 4ºC, obteniendo dos fracciones: sobrenadante y 

células enteras, las cuales fueron resuspendidas en Tris-HCl pH 8.0 50 mM y se 

sonicaron a una amplitud de 30 Hz con 20 ciclos de 20 segundos cada uno e 

intervalos de descanso de 20 segundos a 4ºC. 

El sonicado se centrifugó a 15000 rpm por 30 min a 4ºC, obteniendo dos fracciones: 

citosol, y restos celulares, los cuales se resuspendieron en el mismo amortiguador. 

Cada una de las fracciones se analizó mediante SDS-PAGE y zimogramas de 

actividad líticas contra células liofilizadas de M. lysodeikticus. 

7.2.2.  Ultrafiltración de la fracción citosólica. 

La fracciones de citosol obtenidas se sometieron a ultrafiltración con membranas de 

tamaño de corte de 10 y 50 kDa (Amicon® Millipore). Las muestras se almacenaron 

a -20°C hasta su uso. 

7.2.3. Cuantificación de proteína. 

La concentración de proteína se determinó en cada una de las fracciones utilizando 

el método de Bradford con un kit comercial (Bradford Protein Assay, Bio-Rad). 

7.2.4. Perfil proteico SDS-PAGE y zimograma. 

La determinación del perfil proteico de las proteínas de interés se llevó a cabo por 

electroforesis en geles de poliacrilamida co-polimerizada en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se prepararon SDS-PAGE Tris-glicina al 12.5% 

con los reactivos necesarios (Bis-acrilamida 30 %, Tris-HCl 2 M, pH 8.8, SDS 10 %, 
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H2O, TEMED y APS 10 %). Se tomaron 30 µL de la muestra a evaluar y se les 

adicionaron 10 µL de amortiguador de carga (50 mM de Tris-HCl, pH 6.8, 2 % SDS, 

2.5 % glicerol, 0.5 % β-mercaptoetanol y 0.5 % de azul de bromofenol). Los geles 

se colocaron en un cámara de electroforesis de proteínas (Mini-Protean 3Cell, Bio-

Rad). El gel se corrió a 80 V durante 30 min y 120 V durante 1.5 h. Después de la 

electroforesis, el gel se lavó con agua desionizada y se tiñó con azul de Coomassie 

(0.1 % azul de Coomassie G-250, 45 % metanol, 10 % ácido acético glacial, 80 % 

agua desionizada (v/v) y se destiñó con 10% metanol, 10% ácido acético glacial y 

80 % agua (v/v). El peso molecular de las bandas de proteína se determinó por la 

comparación con un marcador preteñido de proteínas que varían de 10- a 180-kDa 

(Thermoscientific). 

 

Para la elaboración del zimograma se prepararon geles SDS al 12.5 % de 

poliacrilamida co-polimerizada con 0.2 % de células liofilizadas de M. lysodeikticus 

(Sigma-Aldrich) como sustrato. Posteriormente, las células se resuspendieron con 

los reactivos necesarios para la elaboración de los geles. Una vez transcurrida la 

electroforesis, el gel se lavó con agua desionizada y se incubó a 37°C con 

amortiguador de renaturalización (Tris-HCl 100 mM, pH 8.0 con Tritón X-100 1 %) 

durante 12 h. Finalmente el gel se tiñó con azul de metileno (0.01 % de KOH y 0.1 

% de azul de metileno) durante 20 min y se destiñó con agua destilada. 

7.2.5. Western-blot. 

Se realizó un ensayo de Western-blot utilizando el anticuerpo específico para el tallo 

de histidinas del vector de expresión utilizado (pET-22), anti-his acoplado a 

fosfatasa alcalina (Anti-His(C-term)-AP (Invitrogen). Se corrió un SDS-PAGE al 10% 

de poliacrilamida y posteriormente las proteínas se transfirieron a una membrana 

de difluoruro de polivinilideno en un equipo Trans Blot Turbo, Transfer System (Bio-

Rad). La membrana se bloqueó con Skim milk (Difco) al 3% en buffer TBS-T (Tris-

HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5, Tween-20 0.05 %) y en agitación suave a 

temperatura ambiente durante 4 h. La membrana se lavó con buffer TBS-T tres 

veces durante 15 min y se le adicionó el anticuerpo en una dilución 1:5000 en el 

mismo buffer incubándolo durante 2 h en agitación a temperatura ambiente. Se 
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repitieron los lavados de la membrana, para finalmente adicionar 15 mL de la 

solución reveladora de NBT/BCIP:agua (50:50), que se dejó actuar hasta la 

aparición de bandas moradas, indicando la presencia de la proteína recombinante. 

7.2.6. Determinación de la actividad de N-acetilmuramidasa. 

Para la determinación de la actividad de N-acetilmuramidasa se utilizaron 75 µL de 

peptidoglucano (sección 7.2.7) tratado enzimáticamente y diluido en agua a una 

concentración de 4 mg/mL, 25 µL de la muestra y 400 µL de agua. La reacción se 

dejó a 37°C por 24 h a 300 rpm. Una vez transcurrido este tiempo, la muestra se 

centrifugó 1 min a 14,000 rpm para eliminar el peptidoglucano insoluble. De cada 

tubo se tomaron 400 µL que se aforaron hasta tener un volumen de 500 µL con 100 

µL de agua. Cada muestra se colocó en un tubo de vidrio de un volumen de 15 mL, 

a cada tubo se le adicionaron 3 mL de H2SO4 concentrado y se calentó a ebullición 

por 10 min. Una vez transcurrido el tiempo, se agregó a cada tubo 50 µL de CuSO4 

(4 %) y 100 µL de pPp (p-fenilfenol, Sigma-Aldrich) (1.5 % en etanol al 96 %). La 

reacción se incubó por 30 min a temperatura ambiente y la actividad se cuantificó a 

570nm. Este método mide el ácido láctico y otros compuestos como el ácido 

murámico y el gliceraldehído que liberan acetaldehído en la incubación en ácido 

sulfúrico caliente. (Taylor, 1996). 

7.2.7. Extracción de peptidoglucano de M. lysodeikticus. 

Se obtuvo un cultivo bacteriano de .M. lysodeikticus en medio BHI incubado 12 h a 

37°C y 250 rpm y se centrifugó a 8500 rpm por 15 min a 4°C para cosechar las 

células. Las células se  lavaron con agua estéril (1/10, p/v) hasta la obtención de un 

precipitado blanco, el cual se disolvió en ácido tricloroacético (TCA) al 10% y se 

colocó en ebullición por 60 min, tras lo cual la solución se centrifugó a 8,500 rpm 

por 20 min a 4°C. 

El pellet se resuspendió e incubó con un amortiguador de acetatos (ácido acético 

0.5 M y acetato de sodio 0.2 M pH 4.5), cloroformo y metanol en una relación 4:5:10, 

pH 4.6 toda la noche y después se centrifugó a 8,500 rpm por 10 min a 4°C. El pellet 

obtenido se resuspendió en amortiguador Tris-HCl 0.1 M pH 7.5 con 4000 U de 

tripsina (Sigma-Adrich) y se incubó en baño de agua a 37°C y 140 rpm por 12 h. 
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Una vez transcurrido el tiempo la solución se centrifugó a 8,500 rpm por 20 min a 

4°C. El sedimento se lavó 4 veces con agua estéril, se liofilizó y se almacenó a  20°C 

(Tian et al., 2015).  

7.2.8. Identificación de proteína por espectrometría de masas LC-MS/MS. 

La banda correspondiente a la actividad observada en el zimograma se cortó 

manualmente del gel preparado para la secuenciación y se almacenó a -20 ºC hasta 

su envío a la Unidad de Proteomica de la universidad estatal del Ohio, Estados 

Unidos, donde se llevó a cabo un análisis de masas en tándem (LC-MS/MS) para la 

identificación de la proteína. El análisis de identificación de las proteínas se realizó 

a través de la base de datos del National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), además de realizar un análisis in silico para predecir el comportamiento de 

la enzima así como buscar un homólogo de esta proteína cristalizado. 

7.3. Predicción de la estructura 3D de la proteína así como su 

análisis con programas bioinformáticos. 

7.3.1. Modelado y validación de la estructura tridimensional de la 

proteína. 

Se determinó la estructura in silico de las regiones de la proteína y de la proteína de 

membrana completa de 110 kDa de Pediococcus acidilactici utilizando los 

programas Modeller, Robetta (ab initio), I-TASSER y Phyre2. Los modelos 

generados fueron validados con ayuda de diferentes softwares computacionles y la 

minimización de energía de los modelos se llevó a cabo con el programa Chimera. 

7.3.2.  Predicción del sitio de unión a ligando, utilizando la herramienta 

de acoplamiento molecular. 

Se prepararon los archivos de los modelos generados y validados de cada uno de 

los dominios y de la proteína de membrana completa así como el ligando, el cual es 

una cadena homóloga de peptidoglucano (NAM-NA-NAM), el cual fue tomado de 

una lisozima co-cristalizada con este ligando depositado en la base de datos de 

proteínas (PDB) con el código de acceso 9LYZ. Una vez que se tuvieron los archivos 

se llevó a cabo la predicción del sitio de unión por medio de la herramienta de 

acoplamiento molecular utlizando el programa AutoDock Vina. 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1. Clonación de las tres regiones de manera independiente. 

8.1.1. Extracción de plásmido.  

Se realizó la extracción de plásmido 110 kDa de P. acidilactici ATCC 8042 generada 

por Barbosa (2018) para verificar que todavía se tuviera el inserto. Se realizó la 

amplificación del gen por medio de una PCR utilizando los cebadores específicos 

sintetizados por Barbosa (2018). Estos cebadores deben amplificar un producto del 

tamaño de 3198 pb que corresponde al gen de la proteína de interés y que servirá 

como templado para la subclonación de las tres regiones previamente 

mencionadas. Como se observa en la Figura 11, se obtuvo una banda en el tamaño 

esperado lo que nos indica que sí se tiene el gen en la construcción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Amplificación de la construcción pET19-110 de P. acidilactici ATCC 8042. M: Marcador 

de peso molecular 1 kb (Thermo-Scientific), C: Control negativo (pET-19 s/inserto), 110: 

Construcción pET19-110. Gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio. 

 

8.1.2. Subclonación de los fragmentos del gen de la proteína de 110 kDa. 

A partir del gen recombinante de la proteína de 110 kDa utilizando los cebadores 

específicos diseñados para este trabajo, se amplificaron las tres regiones en las que 

se subdividió la proteína, de acuerdo con el modelo estructural previamente 
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propuesto (RI, RII, RIII) (Tabla 5). Se obtuvieron los tres amplicones esperados los 

cuales correspondían con el tamaño de las regiones previamente mencionadas (una 

región transmembranal y dos con interacción a pared celular) (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Amplificación de los fragmentos de interés de la construcción pET19-110 de P. 

acidilactici ATCC 8042. M: Marcador de peso molecular 1 kb (Thermo-Scientific), RI: Región I 

tamaño esperado 1502 pb, RII: Región II tamaño esperado 1076 pb, RIII: Región III tamaño 

esperado 683 pb. Gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio. 

 

8.1.3. Elaboración de las construcciones en el vector TOPO 2.1 

Los amplicones obtenidos se purificaron y posteriormente se clonaron en el vector 

TOPO 2.1, siguiendo la metodología descrita por el proveedor. De esta manera se 

obtuvieron las construcciones mostradas en la Tabla 9 las cuales se transformaron 

en la cepa de mantenimiento E. coli DH5. Para confirmar que se tenían las 

construcciones en las colonias positivas se realizó una PCR de colonia con los 

cebadores específicos de cada región. 
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Tabla 9. Construcciones generadas en TOPO 2.1. 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. PCR de colonia. Amplificación de las construcciones. M: Marcador de peso molecular 1 

kb (Thermo-Scientific), carril 1: TOPO 2.1-110RI, carril 2: TOPO 2.1-110RII, carril 3: TOPO 2.1-

110RIII. Gel de agarosa 1% teñido con SYBR Safe (Thermo Scientific). 

 

Como se observa en la Figura 13, la mayoría de las colonias evaluadas presentaron 

amplicones con el tamaño esperado para cada una de las regiones de interés, 

excepto dos colonias correspondientes a la construcción TOPO 2.1-RI.  

Las colonias obtenidas positivas se conservaron a -80 oC en medio LB con 

ampicilina (100 µg/mL) y glicerol (20%) el cual es un agente crioprotector que tiene 

como objetivo el mantenimiento, la viabilidad y la funcionalidad de las células a bajas 

temperaturas (Ávila-Portillo et al., 2006). 

Región I TOPO 2.1-110RI 

Región II TOPO 2.1-110RII 

Región III TOPO 2.1-110RIII 
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8.1.4. Elaboración de las construcciones en pET-22b en E. coli BL21 (D3). 

Se realizó la extracción de plásmido de cada una de las construcciones en TOPO 

2.1 y junto con el vector de expresión pET-22, se sometieron a una doble digestión. 

Los productos digeridos se visualizaron en un gel de agarosa al 1 % teñido con 

SYBR, las bandas fueron purificadas y el vector (pET-22) fue desfosforilado, para 

posteriormente utilizarlos en la mezcla de la reacción de ligación. 

Para corroborar que el gen se clonó de manera exitosa, se seleccionaron colonias 

postitivas al azar y se sembraron en 5 mL de medio LB adicionado con ampicilina 

(100 µg/mL), se realizó la extracción de plásmido de cada una de ellas y se llevó a 

cabo el análisis de transformantes para verificar que la colonia seleccionada 

presentara el gen de interés en el vector de expresión pET-22. 

8.1.5. Análisis de transformantes. 

Se realizó la extracción de plásmido de todas las colonias correspondientes a cada 

construcción (pET22-110RI, pET22-110RII, pET22-RIII). En la Figura 14 se 

observan los amplicones obtenidos utilizando los cebadores específicos.  

 

Figura 14. Amplificación de plásmido de las colonias seleccionadas como positvas para las 

construcciones generadas en pET-22. M: Marcador de peso molecular 1kb (Thermo-Scientific), 

carril 1: pET22-110RI, carril 2: pET22-110RII y carril 3: pET22-110RIII. Gel de agarosa 1% teñido 

con SYBR safe (Thermo Scientific). 
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Como se observa en la imagen, cada una de las construcciones evaluadas presenta 

amplicones con el tamaño esperado. Sin embargo, en el caso de la construcción 

pET22-110RI el amplicón se observa con una menor intensidad comparándolo con 

las demás regiones, lo cual indicaría que posiblemente se tiene una concentración 

de plásmido muy baja, o que las condiciones de amplificación deben ser 

modificadas. Para evaluar esta región se usaron también los cebadores universales 

T7; T7 promotor (5´- TAATACGACTCACTATAGGG -3´) y T7 terminador (5´- 

GCTAGTTATTGCTCAGCGG -3´) los cuales están presentes en la secuencia del 

vector sin embargo en este último solamente fue posible observar una banda en un 

tamaño de aproximadamente 250 pb, lo que correspondería a que el vector se 

encuentra vacío. 

Se intentaron más transformaciones en este vector disminuyendo la temperatura de 

incubación y probando diferentes relaciones inserto:vector, sin embargo no fue 

posible obtener una clona positiva en el vector de expresión pET-22b. Para futuros 

trabajos se propone dividir esta región en dos para disminuir el tamaño del 

fragmento ya que, en principio, esto estabilizaría la construcción. 

Para corroborar que los genes de las proteínas recombinantes se encuentren en 

marco de lectura y no se haya dado ninguna mutación, se mandaron a secuenciar 

a MacroGen (Seúl, Corea del Sur). La secuencia obtenida en pares de bases se 

tradujo en secuencia de aminoácidos utilizando la herramienta BLAST (blastx) y se 

realizó un alineamiento entre la secuencia de aminoácidos original y la obtenida en 

este trabajo. En las Figuras 15 y 16 se pueden observar las comparaciones 

correspondientes a las construcciones pET22-110RII y pET22-110RIII (región 

transmembranal) que no presentan ningún cambio en aminoácidos ni en el marco 

de lectura. Para la región transmembranal la construcción solamente carece de los 

primeros 14 aminoácidos de la secuencia, los cuales no podemos saber si son 

aminoácidos esenciales para la actividad catalítica de esta proteína. 
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Figura 15. Alineamiento de la secuencia en aminoácidos de la región II correspondiente a la 

construcción pET19-110 (arriba) y la subclona correspondiente a la misma región (abajo). 

 

Figura 16. Alineamiento de la secuencia en aminoácidos de la región III correspondiente a la 

construcción pET19-110 (arriba) y la subclona correspondiente a la misma región (abajo). (En el 

recuadro se marcan los aminoácidos ausentes en la clona obtenida). 

 

 

8.2. Expresión de las proteínas recombinantes. 

8.2.1. Inducción de la expresión de la proteína de interés. 

En el vector utilizado pET, el gen de interés es clonado en el vector después de un 

promotor reconocido por el fago T7 RNA polimerasa y se coloca a menudo en el 

genoma bacteriano bajo el control transcripcional de un promotor lacUV5, como es 

la cepa de E. coli BL21 (DE3) (Studier y Moffatt, 1986), lo que permite la inducción 

en ambas cepas por lactosa o por su análogo isopropil- β-D-1-tiogalactopiranósido 

(IPTG). Las subclonas obtenidas, pET22-110RII y pET22-110RIII, son proteínas 
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recombinantes que pueden ser tóxicas para E. coli antes o después de la inducción. 

Esta toxicidad puede ser minimizada cambiando diferentes parámetros durante la 

inducción de las proteínas como son la concentración de inductor (IPTG), pues 

dependiendo de la dosis es posible el control del nivel de expresión de la proteína 

recombinante, por lo que se usaron distintas concentraciones de IPTG (0.1, 0.4 y 1 

mM). Estas condiciones se probaron a tres temperaturas diferentes (4, 22 y 37 ºC), 

variando los tiempos de inducción (4, 8, 18 y 24 h), se probaron las mismas 

condiciones para el control negativo que es la cepa utilizada (E. coli BL21) 

transformada con el vector pET-22b sin inserto.  

Para el caso de la subclona pET22-110RI, la cual no fue posible expresar, por 

métodos  bioinformáticos se realizó un análisis de  su secuencia de aminoácidos, 

ya que al tratarse del fragmento más grande de las tres regiones seleccionadas 

también es la más inestable. Para realizar este análisis se utilizó el servidor 

XtalPred-RF el cual se basa en estadísticas sobre proteínas de origen microbiano y 

es útil en el diseño de construcciones (Figura 17). 

 

Figura 17. Análisis de las características presentes en la secuencia de aminoácidos de la región I 

de la proteína transmembranal de P. acidilactici ATCC 8042. 
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En la Figura 17 se observa la imagen obtenida en el servidor XtalPred-RF, 

correspondiente a la región I de la proteína de 110 kDa de P. acidilactici ATCC 8042, 

los aminoácidos subrayados corresponden a la región intrínsecamente 

desordenada predicha de aproximadamente 277 aminoácidos. También se realizó 

un análisis utilizando la secuencia de aminoácidos de la proteína completa (datos 

no mostrados) y se observó el mismo patrón, en el cual el desorden predominaba 

en la región correspondiente a la región I. Esto explicaría por qué la construcción es 

muy inestable, además de ser demasiado tóxica para el hospedero.  

 

8.2.2. Perfil proteico SDS-PAGE y Zimogramas 

Se analizaron tres fracciones: citosol ultrafiltrado, sobrenadante y restos celulares, 

obtenidas en cada inducción para cada proteína recombinante, así como del control, 

mediante SDS-PAGE al 10% de acrilamida (Figura 18). Se observó que la mayor 

expresión de ambas proteínas recombinantes (pET22-110RII y pET22-110RIII) se 

obtenía en la fracción de citosol y de restos celulares (Figura 17) en las siguientes 

condiciones: 18 h, concentración de IPTG 0.4 mM, temperatura de 22 ºC. El vector 

utilizado posee un péptido señal que exporta la proteína a periplasma (pelB) por lo 

que aumentar la duración del tiempo de inducción influye en favorecer la expresión 

de proteína en medio soluble, controlando los niveles de expresión, toxicidad, 

estabilidad, evitando la agregación de la proteína recombinante y la formación de 

cuerpos de inclusión, que es lo que frecuentemente sucede al tratar de expresar 

proteínas de membrana (Ahmad et al., 2018). 
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Figura 18. SDS-PAGE 10% de poliacrilamida de fracciones citosólicas y restos celulares. M; 

marcador de alto peso molecular, pET22-110RII; cit (fracción citosólica), cel (restos celulares) y 

pET22-110RIII; cit (fracción citosólica), cel (restos celulares).  

 

Se intentó detectar actividad lítica por medio de zimogramas contra células 

liofilizadas de M. lysodeikticus de las fracciones correspondientes a citosol y restos 

celulares obtenidas en cada inducción. Para el caso de la proteína recombinante 

pET22-110RII, la cual corresponde a uno de los fragmentos que tienen interacción 

con pared celular, se observó una banda de actividad lítica aproximadamente a los 

30 kDa, como se observa en la Figura 19. Las peptidoglucano hidrolasas tienen 

como blanco bacterias Gram positivas como lo es M. lysodeikticus; el tamaño 

aproximado de estas enzimas típicamente se ecuentra entre los 25 – 40 kDa y 

emplean una estructura modular, en donde el dominio activo enzimáticamente se 

encuentra en el extremo N-terminal unido a un dominio con unión a pared celular en 

el C-terminal (Heselpoth et al., 2018). Comparando la estructura de Barbosa (2018) 

con la estructura general de las peptidoglucano hidrolasas y la actividad lítica 

observada, podría sugerirse que este es el dominio activo de la proteína. Para el 

caso de la proteína recombinante pET22-110RIII no se observó actividad lítica en 

zimograma y cabe mencionar que esta región corresponde al dominio 

transmembranal de la proteína. Las proteínas de membrana desempeñan un papel 
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muy importante en la fisiología celular y aproximadamente el 25% de los genes 

identificados en genomas secuenciados son conocidos por codificar para este tipo 

de proteínas, pero la mayoría no tienen una función conocida (Frelet-Barrand et al., 

2010). La expresión de estas proteínas en sistemas heterólogos representa un reto 

ya que frecuentemente son proteínas tóxicas para su hospedero, sus niveles de 

expresión son muy bajos y tienden a presentar un mal plegamiento o a que la 

proteína se encuentre totalmente desplegada, ocasionando su inactivación 

(Bernaudat et al., 2011). Un transportador ABC típico está organizado en cuatro 

unidades funcionales, dos dominios de unión a nucleótidos (NBDs) y dos dominios 

transmembranales (TMDs). Estos dominios pueden encontrarse de manera 

individual o en combinación, como es el caso de la proteína de 110 kDa, en la cual 

la región III corresponde al dominio transmembranal de esta proteína con 6 α-

hélices. Usualmente este tipo de dominios se empacan de manera que forman un 

poro que es accesible desde el citoplasma. A pesar de que este dominio 

corresponde a la secuencia conservada de la proteína de 110 kDa, generalmente 

en los transportadores ABC esta secuencia no muestra ser conservada 

significativamente, pero comparte una topología similiar con otros transportadores; 

la falta de conservación de la estructura primaria probablemente se deba a la 

naturaleza diversa de los sustratos de transporte (Wilkens, 2015). Algunas 

peptidoglucano hidrolasas poseen un dominio de anclaje en la membrana en el 

extremo C-terminal, como ya se mencionó previamente, y se han descrito algunos 

provenientes de diferentes bacterias ácido lácticas, las cuales incluyen los dominios 

tipo LPXTG (Dieye et al., 2001), lipoproteínas (Zadravec et al., 2014) y los dominios 

LysM (Visweswaran et al., 2014), los cuales son los más frecuentes en este tipo de 

enzimas. A pesar de todas estas opciones disponibles, hasta la fecha ninguno de 

estos dominios ha demostrado poseer una actividad lítica, por lo que posiblemente 

el anclaje sea la función de la región III y por esta razón no se observó una actividad 

antagónica contra las células de M. lysodeikticus. 
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Figura 19. Construcción RII. M: marcador de alto peso molecular, carril 1: SDS-PAGE 10%, carril 

2: zimograma contra células de M. lysodeikticus. 

 

8.2.3. Western-blot.  

Las fracciones citosólicas y los restos celulares de las proteínas producidas, así 

como del control negativo, fueron analizadas en un ensayo de western-blot. Este es 

un sistema muy sensible para la detección de proteínas que se basa en la 

especificidad de reconocimiento entre un antígeno, que en este caso es la 

secuencia His-tag localizada en el C-terminal de las proteínas recombinantes 

producidas previamente, y un anticuerpo monoclonal, que posee la ventaja de ser 

específico en sus interacciones, uniéndose únicamente a la región del antígeno 

detectando la unión antígeno-anticuerpo mediante un sustrato cromogénico (De la 

Fuente et al., 2007). En la Figura 20 se presenta el ensayo obtenido y se observa 

señal negativa en los carriles correspondientes al control negativo y señales 

positivas en los pesos de 30- y 24-kDa, aproximadamente, correspondientes a las 

subclonas pET22-110RII y pET22-RIII respectivamente, tanto en la fracción 

citosólica, seguida por restos celulares, confirmando que se tienen las proteínas 

recombinantes esperadas. 
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Figura 20. Western-blot. M; marcador de alto peso molecular, pET22 (control negativo); cit 

(fracción citosólica), cel (restos celulares), pET22-110RII; cit (fracción citosólica), cel (restos 

celulares) y pET22-110RIII; cit (fracción citosólica), cel (restos celulares). SDS-PAGE, 10% de 

poliacrilamida.  

 

Con la finalidad de encontrar el dominio activo de la proteína de 110 kDa, de la cual 

ya se mencionó previamente que al momento de su expresión se degradaba en 

fragmentos de menor peso molecular, se reprodujeron las condiciones reportadas 

por Barbosa (2018) para la inducción de la expresión de esta proteína con el objetivo 

de mandar a secuenciar los posibles fragmentos que presentaran una actividad lítica 

en zimograma y de esta manera obtener su secuencia en aminoácidos.  

En la Figura 21 se observa la expresión de la proteína correspondiente a la 

construcción pET19-110, la cual presenta una actividad lítica en un peso molecular 

de aproximadamente 110 kDa. Se obtuvo el perfil proteico y se señala la banda que 

corresponde a la actividad lítica con un recuadro rojo. Se mandó a secuenciar a la 

unidad de proteómica de la Universidad de la universidad estatal de Ohio, sin 

embargo los resultados obtenidos no representan los aminoácidos 

correspondientes a las regiones con las que se está trabajando, por lo que no fue 

posible comparar la secuencia de aminoácidos de la proteína completa, con la 

secuencia de la región II de interés en este trabajo, la cual hasta el momento es el 

único dominio identificado como posible dominio catalítico. 
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Figura 21.  M; marcador de alto peso molecular, 1. SDS al 10% de poliacrilamida de la proteína 

correspondiente a la construcción pET19-110 (fracción citosólica), 2. Zimograma al 10% de 

poliacrilamida de la proteína correspondiente  la construcción pET 19-110 (fracción citosólica). 

 

8.2.4. Evaluación de la actvidad de N-acetilmuramidasa 

Las peptidoglucano hidrolasas se pueden clasificar ya sea en endopeptidasas, N-

acetilglucosaminidasas, N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas, y N-

acetilmuramidasas, dependiendo del tipo de enlace que se hidrolice. En trabajos 

previos se determinó que la proteína de 110 kDa presentaba una actividad  de N-

acetilmuramidasa, por lo que en este trabajo solamente se realizaron ensayos de  

esta actividad. 

Se evaluaron las fracciones de citosol y restos celulares de las proteínas pET22-

110RII, pET22-RIII, la construcción de la proteína completa pET19-110, el control 

negativo (el cual es la cepa de E. coli BL21 con el vector de expresión vacío) y se 

usó lisozima como control positivo, siguiendo el método de Taylor (1996). Este es 

un ensayo colorimétrico que mide de manera indirecta la hidrólisis del enlace β-1,4 

entre el N-acetilmurámico (MurNAc) y el N-acetilglucosamina (GlcNAc). Una vez 

que se da esta hidrólisis y se tiene un residuo ácido libre de N-acetilmurámico 

(MurNAc) a través de un tratamiento ácido es posible pasar de ácido murámico a 

ácido láctico hasta formar acetaldehído, el cual es liberado y reacciona con cobre y 
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con p-fenilfenol (pPP) para producir un cromógeno, el cual  absorbe en una longitud 

de onda de 570 nm.  

En la Figura 22 se observan los valores obtenidos en la cual una unidad se puede 

definir como la cantidad de enzima necesaria para producir un cambio en la 

absorbancia de 0.01 unidades por minuto. Los valores que se muestran fueron 

ajustados con un blanco sin enzima. La columna que muestra mayor actividad 

corresponde al control positivo, el cual es la lisozima, y nos sirve para verificar el 

método.  

Se observa una actividad en el control negativo, siendo esta una unidad mayor 

comparándola con los valores de actividad obtenidos al evaluar la proteína completa 

pET19-110, por lo que no representa diferencia significativa; esta actividad puede 

explicarse debido a que se han reportado en las bases de datos muramidasas 

nativas en esta cepa de E. coli, las cuales participan en funciones fisiológicas en 

este microorganismo.  

La región II pET22-110RII en la fracción celular muestra una actividad hasta tres 

unidades mayor que el control negativo y la proteína completa pET19-110, 

confirmando que este dominio presenta una actividad enzimática de N-

acetilmuramidasa. 
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Figura 22. Actividad específica de muramidasa, pET22 (control negativo); cit (fracción citosólica), 

cel (restos celulares), pET19-110; cit (fracción citosólica), cel (restos celulares) y pET22-110RII; cit 

(fracción citosólica), cel (restos celulares), Lisozima (control postitivo). 

 

8.3. Predicción y análisis de la estructura 3D de la proteína con 

programas bioinformáticos. 

8.3.1. Modelado y validación de la estructura tridimensional de la 

proteína. 

La sobreexpresión heteróloga de las proteínas de membrana recombinantes es una 

estrategia que permite el estudio de varias estructuras de estas proteínas a nivel 

molecular. Sin embargo, su estudio presenta un gran reto debido a su inestabilidad 

intrínseca, su entorno hidrofóbico como las bicapas celulares y sus funciones a 

menudo implican contactos con lípidos, lo que resulta en la paradoja de que las 

proteínas de membrana necesitan lípidos para funcionar, pero también necesitan la 

adición de detergentes para purificarse. Cuando las proteínas se asocian en 
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complejos de una manera funcional, su estabilización a menudo es difícil en los 

protocolos de purificación y requiere numerosos pasos de prueba y error. 

Actualmente solo un pequeño número de estructuras de proteínas de membrana 

han sido determinadas y la mayoría son transportadores. Debido a lo poco 

compatibles que son con estudios estructurales, otra manera de estudiarlas es 

generando in silico una predicción estructural de las proteínas (Bernaudat et al., 

2011, Semmes, 2011). 

La predicción de la estructura en 3D de una proteína transmembranal puede 

abordarse mediante dos enfoques: el modelado por homología y el modelado ab 

initio (Rigden, 2009). En este trabajo se generaron las estructuras in silico de la 

proteína de 110 kDa y de las tres regiones de la proteína transmembranal producida 

por Pediococcus acidilactici ATCC 8042. Se realizó una búsqueda de homólogos 

cristalizados contra la base de datos del PDB con la herramienta BLAST, usando la 

secuencia de la proteína, así como de cada una de las regiones. La única secuencia 

encontrada tuvo un porcentaje de cobertura demasiado bajo, el cual no era 

suficiente para realizar la predicción de la estructura de la proteína por homología 

con el programa Modeller. Este necesita un porcentaje de identidad mayor al 30%, 

ya que este método se basa en la observación de que la estructura de la proteína 

se conserva más que la secuencia de aminoácidos, por lo tanto, incluso las 

proteínas que han divergido significativamente en la secuencia, pero aún comparten 

similitud detectable, también pueden compartir propiedades estructurales comunes, 

particularmente el plegamiento general (Martí-Renom et al., 2000). Por tal motivo, 

se decidió llevar a cabo el modelado ab initio o modelado de novo, el cual involucra 

la construcción de un modelo en 3D en ausencia de cualquier información 

estructural relacionada a la proteína de interés o un homólogo. Se utilizó el algoritmo 

ROSETTA, implementado en el servidor ROBETA, que es un servidor de modelado 

ab initio que utiliza funciones potenciales para calcular la estructura de energía más 

baja para una secuencia de aminoácidos, modelando secuencias cortas cuando no 

hay moldes que se alineen con la secuencia de interés usando fragmentos de 9 

aminoácidos de longitud (Contreras-Moreira, 2018, Rigden, 2009, Rohl et al., 2004). 
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El objetivo de este método exhaustivo se logra cuando el plegamiento es cercano a 

la estructura nativa correspondiente al mínimo de energía global (Shewry, 2001). 

Los modelos generados se presentan en las Figuras 23, 24 y 25. La evaluación de 

la calidad estereoquímica de los modelos es de los pasos más importantes en el 

modelado tridimensional de proteínas y para este propósito se utilizó el servidor 

SAVEs v0.5, con el cual se puede evaluar la calidad del modelo usando diferentes 

fuentes de información, por ejemplo PROCHECK, que evalúa la calidad 

estereoquímica de una estructura proteica dada, con parámetros derivados de 

estructuras bien refinadas y de alta resolución (Laskowski et al., 1993). Otro es 

VERIFY3D, que sigue un método estándar para asignar la estructura secundaria a 

los aminoácidos de una proteína basándose en coordenadas dadas por resolución 

atómica de ésta (Bowie et al., 1991), mientras WHATCHECK es un programa de 

verificación de estructuras de proteínas que arroja un análisis detallado de la 

proteína especificando residuos posiblemente problemáticos; utiliza una 

representación gráfica de resultados y de esta manera permite obtener una visión 

general rápida de la estructura (Hooft et al., 1996). PROVE es un procedimiento de 

validación de estructuras que se basa en los volúmenes atómicos y proporciona una 

medida independiente y sensible de la calidad de una estructura proteica (Pontius y 

Wodak, 1996) y, finalmente, ERRAT es un método estadístico que sirve para 

diferenciar entre regiones de estructuras proteicas determinadas correcta e 

incorrectamente en función de interacciones atómicas características (Colovos, 

1993). Se puede calcular la gráfica ERRAT a partir de la cual podemos saber qué 

residuo o residuos están creando problemas en el modelo y de esta manera 

refinarlos para obtener el modelo con el valor mínimo de energía usando el 

programa Chimera. Los resultados, además, se validaron con el protocolo Rd. HMM, 

basado en los modelos ocultos probabilísticos de Markov utilizados para la 

inferencia estadística de secuencias homólogas, proporcionando un alineamiento 

de alta calidad y la base para las frecuencias de aminoácidos específicos de 

posición, espacio y parámetros de longitud en el perfil HMM. Este perfil se busca en 

una gran colección de secuencias basada en Uniprot Knowledgebase (Uniprotkb) 

para encontrar todos los miembros de una familia de proteínas (Alcorlo et al., 2017), 
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para verificar su relevancia biológica y saber qué tan parecido es el plegamiento 

generado con la realidad. Determinar la calidad del modelo determina la información 

funcional que se puede deducir de ella. 

En los modelos generados para las regiones I y II se encontró una similitud a una 

proteína de membrana, sin embargo, para la región III se encontró la similitud con 

la secuencia reportada a la secuencia de aminoácidos de la proteína completa (110 

kDa), como una proteína integral de membrana correspondiente a Pediococcus 

acidilactici. Posiblemente esto se deba a que en esta región se encuentra el dominio 

conservado de la proteína y es la región transmembranal, la cual es la que posee 

una mayor estabilidad en comparación con las regiones I y II ya que, como se 

mencionó previamente, esta proteína posee regiones intrínsecamente 

desordenadas, las cuales representan una clase estructural de proteínas que no 

tienen una estructura 3D bien definida, lo cual se confirma con lo métodos de 

biología estructural como son la cristalografía de rayos X y la espectroscopía de 

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) revelando que estas proteínas no adoptan 

estructuras plegadas compactas, incluso en condiciones fisiológicas. Dos rasgos 

característicos de este tipo de proteínas que las distingue de los estados proteicos 

globulares estables son la ausencia de un pliegue compacto y la heterogeneidad 

conformacional, además de que poseen un alto grado de flexibilidad, polimorfismo 

conformacional en sus cadenas polipeptídicas y a menudo tienen poca estructura 

secundaria (Goda et al., 2015, Uversky, 2019). Esta podría ser la razón por la que 

no se tiene una similitud con el plegamiento nativo de la proteína en estas regiones. 

 

Figura 23. Modelo 3D de la estructura correspondiente a la Región I de la proteína de 110 kDa, 

utilizando el programa computacional Rosetta ab initio. 
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Figura 24. Modelo 3D de la estructura correspondiente a la Región II de la proteína de 110 kDa, 

utilizando el programa computacional Rosetta ab initio. 

 

 

Figura 25. Modelo 3D de la estructura correspondiente a la Región III de la proteína de 110 kDa, 

utilizando el programa computacional Rosetta ab initio. 

 

Se puede observar que las regiones I y II tienen una estructura similar a un gancho. 

Actualmente hay un aumento en la búsqueda exhaustiva de nuevas peptidoglucano 

hidrolasas, sin embargo en la literatura hasta el momento solo se ha reportado una 

lisozima cristalizada que posee esta estructura, la cual es una autolisina LytC 

proveniente de S. pneumoniae y tiene el código de acceso 2WWD en la base de 

datos del PDB. Su estructura cristalina fue obtenida en complejo con un 

muropéptido y una molécula de colina, revelando una conformación inusual de 

gancho y que se trata de una proteína multimodular, es decir, tiene un módulo de 

unión a colina y un módulo catalítico, el cual restringe la hidrólisis de cadenas de 

peptidoglucano no entrelazadas. Esta estructura en específico explicaría cómo la 

bacteria regula la actividad lítica de esta autolisina (Pérez-Dorado et al., 2010). 
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Para el caso de la proteína completa (110 kDa) al ser una proteína demasiado 

grande y, por lo tanto, tener una secuencia de aminoácidos demasiado larga, fue 

imposible modelarla con los programas previamente mencionados. Se realizó un 

modelo utilizando el servidor I-TASSER, que es una plataforma en línea que 

implementa algoritmos para predecir la estructura de proteínas así como sus 

funciones y permite generar automáticamente predicciones de modelos de alta 

calidad de la estructura 3D y la función biológica de las moléculas de proteínas a 

partir de sus secuencias de aminoácidos. Para predecir la función biológica de la 

proteína, el servidor compara los modelos predichos con las proteínas en tres 

bibliotecas independientes que consisten en proteínas de clasificación enzimática 

conocida, ontología génica, vocabulario y sitios de ligando. Los resultados finales 

de las predicciones de función se deducen del consenso de las mejores estructuras 

con las puntuaciones de función calculadas sobre la base de la puntuación de 

confianza de los modelos estructurales de I-TASSER, la similitud estructural entre 

el modelo, las plantillas evaluadas y la secuencia de identidad en las regiones 

estructuralmente alineadas (Roy y Zhang, 2010; Yang et al., 2015; Zhang, 2008). 

El modelo generado con el servidor I-TASSER, al igual que los otros modelos, fue 

analizado con el servidor SAVEs y la molécula fue refinada hasta obtener la 

estructura con el mínimo de energía y que representara una funcionalidad 

comparable a la realidad. Se muestran dos vistas de la estructura generada en la 

Figura 26. Se puede observar que la estructura de la proteína es un homodímero, 

además de resaltar que está formada en su mayoría por α-hélices las cuales forman 

una pequeña cavidad. Esta estructura suele ser muy común en los transportadores 

tipo ABC, lo cual permite el transporte de pequeños compuestos (Kieuvongngam et 

al., 2020). También se observa una estructura α-helicoidal en toda la proteína, una 

característica de esta estructura es que permiten hidrolizar la naturaleza hidrofílica 

de los enlaces peptídicos en sí de las proteínas, lo que permite que la molécula sea 

anfipática y eso forma las regiones transmembranales y las regiones hidrofílicas que 

sobresalen en la cara externa de la membrana. Además, estas α-hélices sirven de 

anclaje a la bicapa lipídica y es lo que les permite producir un cambio 

conformacional y formar el canal por el que pueden transportar diversas sustancias 
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(Rodwell, 2019). De esta manera podríamos decir que, estructuralmente, la proteína 

de 110 kDa sí correspondería a una proteína transportadora tipo ABC, ya que hasta 

el momento no se han reportado PGH con esta estructura 3D.  

Existen otro tipo de enzimas llamadas transglicosilasas líticas las cuales rompen el 

mismo enlace que las N-acetilmuramidasas (muramidasas). Sin embargo, estas 

enzimas realizan una transglucosilación intramolecular y forman un anillo 1,6-

anhidro en el residuo N-acetilmurámico; pueden existir en su forma soluble 

nombradas como Slts o en su forma unida a la membrana nombradas, como Mlts 

(Domínguez-Gil et al., 2016, Scheurwater et al., 2008). Estas enzimas han sido 

descritas en bacterias Gram negativas y en algunas bacterias Gram positivas se ha 

demostrado que están involucradas, principalmente, en la remodelación del 

peptidoglucano. 

Recientemente se ha descrito el primer caso de regulación alostérica de una 

transglicolasa lítica unida a membrana producida por P. aeruginosa (MltsF), que 

tiene la función de renovar el peptidoglucano de la pared celular. Esta enzima 

comprende de dos módulos, un modulo catalítico y un transportador tipo ABC, el 

cual funciona como regulador de la actividad lítica, ya que se ha demostrado que 

controla la actividad del sitio activo y permite la lisis continua del peptidoglucano 

insoluble a una velocidad constante. (Domínguez-Gil et al., 2016). 

Actualmente este es el único caso reportado en el que un transportador tipo ABC 

se encuentre relacionado con la actividad enzimática de una PGH, sin embargo esta 

actividad es únicamente fisiológica para el microorganismo productor y no presenta 

una actividad lítica contra otros microorganismos. 
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Figura 26. Modelo 3D de la estructura correspondiente a la proteína de 110 kDa, utilizando el 

servidor I-TASSER. Verde: Región I; Amarillo: Región II y Azul: Región III. 

 

 

8.3.2. Predicción del sitio de unión a sustrato, utilizando la herramienta 

de Acoplamiento molecular. 

Los modelos de las regiones I, II y III de la proteína de 110 kDa que fueron 

generados previamente por el método ab initio, fueron utilizados para llevar a cabo 

la predicción del sitio de unión a sustrato, para el cual se utilizó una cadena 

homóloga del peptidoglucano (NAM-NAG-NAM) con el código de  acceso 9LYZ 

obtenida en la base de datos del PDB. La molécula se preparó, al igual que las 

estructuras generadas, utilizando la herramienta AutoDock Tools y se realizó un 

acoplamiento molecular ‘ciego’ con ayuda del programa AutoDock Vina (Trott y 

Olson, 2010), usando una ‘caja de búsqueda’ la cual consistió en toda la superficie 

de la molécula, debido a que al no tener mucha información de la proteína nos 

enfocamos en buscar la región con mayor afinidad al sustrato y que podría ser la 

candidata a ser el sitio activo. 

Se eligieron los acoplamiento moleculares que presentaban la mejor energía de 

afinidad y son los que se muestran en las Figuras 27, 28 y 29. 
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Figura 27. Acoplamiento molecular ciego con menor energía de afinidad (-7.2 Kcal/mol) de la 

región I con el ligando (NAM-NAG-NAM). Líneas azules representan los puentes de hidrógeno 

entre el ligando y los residuos de aminoácidos que interactúan. 

 

 

 

  

 

Figura 28. Acoplamiento molecular ciego con menor energía de afinidad (-7.6 Kcal/mol) de la 

región II con el ligando (NAM-NAG-NAM). Líneas azules representan los puentes de hidrógeno 

entre el ligando y los residuos de aminoácidos que interactúan. 
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Figura 29. Acoplamiento molecular ciego con menor energía de afinidad (-6.5 Kcal/mol) de la 

región III con el ligando (NAM-NAG-NAM). Líneas azules representan los puentes de hidrógeno 

entre el ligando y los residuos de aminoácidos que interactúan. 

 

Se puede observar que la región que posee una menor energía de afinidad es la 

correspondiente a la región II con una energía de -7.6 Kcal/mol, además de que es 

la región donde se tiene la mayor cantidad de puentes de hidrógeno, lo que nos 

indicaría que posiblemente hay una mayor interacción con el sustrato. Los residuos 

de aminoácidos que se predijeron estar involucrados en la unión mediante esta 

herramienta fueron los siguientes: Ser342, Ser204, Ser191, Ser178, Leu345, 

Asp347 y Thr349. Se puede observar que participa en la unión un ácido aspártico, 

el cual es uno de los aminoácidos principales para que se lleve a cabo la reacción 

de hidrólisis de las peptidoglucano hidrolasas, las cuales necesitan de un residuo 

ácido en su sitio catalítico. Este modelo coincide con lo obtenido experimentalmente, 

en donde solamente en la región II se observó actividad lítica contra células 

liofilizadas de M. lysodeikticus.  

Cabe mencionar que, al ser una proteína de membrana, intrínsecamente 

desordenada y no tener mucha información sobre alguna región conservada 

reportada en la base de datos o en la literatura con actividad antimicrobiana se 

vuelve un poco más complicada la búsqueda del dominio catalítico, sin embargo a 
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pesar de la dificultad para el estudio se siguen haciendo intentos para predecir sus 

funciones. 

La abundancia de las peptidoglucano hidrolasas y las diferencias en las 

especificaciones del sustrato entre las familias de estas enzimas reflejan que hay 

una gran variedad de funciones fisiológicas específicas aún no identificadas. 

Estudios recientes sobre la biología estructural de las peptidoglucano hidrolasas 

revelan una gran diversidad en estas enzimas. A pesar de la diversidad, éstas han 

evolucionado para poseer elementos estructurales como ‘loops’ o dominios que 

permiten su regulación y el reconocimiento de carbohidratos específicos en las 

cadenas de peptidoglucano. Si consideramos la relevancia de la pared celular 

bacteriana como principal objetivo para los agentes antimicrobianos, conocer los 

mecanismos moleculares que se llevan a cabo durante la interacción es esencial en 

la lucha contra el creciente problema de la resistencia a antibióticos.  

Diversos estudios han demostrados que algunas de estas enzimas, cuando se 

prueban como proteínas purificadas recombinantes, poseen actividad lítica, ya sea 

como agentes únicos o en combinaciones con otros antimicrobianos, mostrando de 

esta manera sinergias “in vitro” y actividades mayores que los agentes individuales 

solos, ofreciendo una mayor eficacia. Estas sinergias pueden darse tanto con 

antibióticos, péptidos antimicrobianos e incluso otras peptidoglucano hidrolasas 

(Wittekind, 2016).  

Entre los primeros estudios de sinergia entre dos peptidoglucano hidrolasas con 

diferentes especificidades se encuentra la combinación de lisostafina y la lisozima 

las cuales corresponden a una endopeptidasa y una muramidasa, respectivamente. 

Esta combinación mostró una actividad lítica contra 10 especies de Staphylococcus 

(Cisani et al., 1982). Posteriormente se probó la combinación de dos lisinas con 

actividad contra pneumococo, las cuales también tienen especificidades diferentes, 

Cpl-1 con actividad de muramidasa y Pal con actividad de amidasa y se mostró que 

la actividad reportada de está combinación fue mucho mayor que la reportada por 

las lisinas de manera individual (Loeffler, 2003; Rodríguez-Cerrato et al., 2007), otro 
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ejemplo de este tipo de combinaciones es la reportada por Rodríguez-Rubio y 

colaboradores (2012) que demuestra actividad lítica de la combinación de dos 

enzimas quiméricas que mostraron tener una actividad sinérgica con la lisostafina 

atacando la mastitis de glándulas mamarias en un modelo murino causada por S. 

aureus. Por ello,  no se descarta que la actividad producida por la región II 

observada en este trabajo aumente y actue de manera sinérgica con la proteína de 

99 kDa previamente reportada por García-Cano (2013). Sin embargo, los 

mecanismos por los que estos tipos de sinergia se llevan a cabo permanecen 

inexplorados por lo que son necesarios futuros estudios para elucidar el mecanismo 

de acción y las propiedades sinérgicas entre las peptidoglucano hidrolasas.  
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9. CONCLUSIONES  

 

La clonación y expresión independiente de las tres regiones en que fue dividida la 

proteína transmembranal de 110 kDa producida por Pediococcus acidilactici 

permitió determinar que la región II genera una banda de actividad antimicrobiana 

de aproximadamente 30 kDa  la cual, al ser evaluada en los ensayos de sustrato 

específico mostró una actividad característica de muramidasa 

Esto coincide con lo obtenido en las evaluaciones de acoplamiento molecular, 

donde la región que posee la menor energía de afinidad corresponde a la región II, 

indicando que posiblemente existe una relación entre la función y la estructura de la 

proteína y que en esta región se encuentra el dominio activo de la proteína de 110 

kDa.  

Sin embargo no se descarta la posibilidad de que la región I, la cual no pudo ser 

clonada y expresada en este trabajo, también posea actividad antimicrobiana, ya 

que estructuralmente estas dos regiones son muy similares. 
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10. PERSPECTIVAS  

 

 Reinsertar el gen correspondiente a la región I y se evaluará su actividad 

antimicrobiana. 

 

 Obtener la secuencia de aminoácidos de la proteína de pET19-110 

optimizando sus condiciones de expresión. 

 

 Purificar la proteína recombinante obtenida correspondiente a la región II y 

realizar pruebas de difusión en agar contra microorganismos patógenos para 

confirmar la actividad de la región II. 

 

 Obtener la secuencia de aminoácidos de la región II y su estructura 

secundaria por medio de dicroísmo circular. 
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