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RESUMEN

Una de las graves crisis que enfrenta la sociedad de este siglo es la aparicion de
cepas multirresistentes que amenazan con convertirse en la primera causa de
muerte en 2050. Actualmente existen varias opciones una de ellas es la aplicacion

de agentes antimicrobianos de caracter proteico sintetizados por bacterias.

El efecto antimicrobiano de Pediococcus acidilactici ATCC 8042 ha sido reportado
anteriormente por el grupo de trabajo de la Dra. Farrés. Entre las proteinas con
actividad antimicrobiana producidas por esta cepa se encuentra una de 110-kDa,

con funcién desconocida.

Los objetivos de este proyecto fueron determinar si la proteina de 110-kDa por si
sola tiene actividad antimicrobiana, qué microorganismos es capaz de inhibir y
establecer su funcionalidad. Para cumplir con lo anterior el gen que codifica para
la expresion de dicha proteina se cloné en un sistema de expresion heterdlogo, se

optimizaron las condiciones de produccién de la proteina y se purificod la misma

La proteina de 110-kDa es capaz de inhibir 10 de los 12 microorganismos
probados y es una muramidasa, enzima perteneciente al grupo de las
peptidoglucanohidrolasas y encargada de llevar a cabo la hidrdlisis de la mureina

(principal componente de la pared celular bacteriana).

Durante la caracterizacion bioquimica se encontré que el pH al cual la enzima
tiene mayor actividad de los analizados, es 6 y que presenta mejor estabilidad en
condiciones cercanas a este valor; la proteina es termolabil e incrementa su

estabilidad cuando ésta se almacena a 4°C.

El Na+ y Mg2+ no parecen tener efecto en la enzima cuando se les usa en bajas
concentraciones (1 mM), no obstante a 10 mM inhiben su accién. El K+ aumenta
la actividad conforme se adiciona al medio, mientras que el Ca2+ la cuadriplica a

1mM. El Zn2+ afecta drasticamente este parametro aun a 1 mM. Como era de



esperarse el EDTA disminuye la actividad quelando un metal necesario para la

actividad

A partir del analisis bioinformatico se determiné que la proteina de 110-kDa no
presenta similitud con otras proteinas cristalizadas, sin embargo, comparando su
secuencia con distintas bases de datos se encontré homologia con la proteina
YhgE de Lactococcus lactis necesaria para el anclaje y formacion del pili en dicho
organismo, por lo que no se descarta que en la cepa de estudio esté involucrada

en una funcién similar.



INTRODUCCION

Desde el surgimiento de los primeros hominidos, la relacion del género humano
con las bacterias ha sido estrecha, ya que son los principales componentes de su
microbiota, y se han utilizado ampliamente como cultivos iniciadores para la
preservacion de los alimentos. En términos negativos han sido responsables de la
pérdida de cosechas (principalmente de frutos) y reservas de alimentos, asi como

de pandemias que han diezmado a la poblacion humana en diferentes épocas.

A principios del siglo XX, la esperanza de vida promedio en los Estados Unidos
era de 48 anos (Hacker et al., 2010). La baja expectativa de supervivencia se
debia a la proliferacion de enfermedades que actualmente se encuentran
erradicadas en muchos paises o de las que se presentan solo unos cuantos casos
anualmente, como la viruela, la polio, el sarampion, el cdlera, la tuberculosis, la
tifoidea, el paludismo y la difteria, lo que ha permitido incrementar hasta los 78.8
afos la esperanza de vida en Estados Unidos y en México hasta los 74-80 afios
(CDC, 2017; WHO, 2015). El gran avance en el bienestar social se debi6 a las
constantes campafas de vacunacion y al desarrollo de nuevos antibidticos,
considerandose la década de los 50’s la Edad de Oro en la investigacion de éstos
(Davies y Davies, 2010). Sin embargo, a partir de 1960 la aparicion de cepas
resistentes a antibidticos comenzé a aumentar (Figura 1).

Tetraciclina

Cloranfenicol Vancomicina Afio de implementacién del

" antibiético
Estreptomicina | Ampicilina
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Figura 1. Desarrollo de antibidticos y evolucién de la resistencia a los mismos. (Clatworthy et al.,
2007)



La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un fendmeno ocasionado cuando
los microorganismos (bacterias, hongos, virus y parasitos) sufren cambios a nivel
gendmico al verse expuestos a los antimicrobianos (antibidticos, antifungicos,
antiviricos, antipaludicos o antihelminticos, etc.) que les confieren una ventaja
adaptativa. Como resultado, los medicamentos se vuelven ineficaces y las
infecciones persisten en el organismo, incrementando el riesgo de propagacion a
otras personas (OMS, 2016). Las principales causas de la RAM son el
sobreconsumo de antibidticos por prescripcion inadecuada, el incorrecto desecho
de los mismos, generalmente vertidos al drenaje doméstico; el uso extensivo de
antimicrobianos en actividades agricolas, ganaderas y acuicolas, el mal control de
enfermedades nosocomiales y el tratamiento con antibidticos inconcluso por parte
de algunos pacientes (Ventola, 2015; OMS, 2016). Los eventos de RAM en
bacterias han incrementado y a continuacién se presentan algunos ejemplos
(Ventola, 2015; OMS, 2016):

-Cepas de Kleibsella pneumoniae resistentes a antibidticos de tipo

carbapenémicos
-Cepas de Escherichia coli resistentes a fluoroquinolonas.

-10 paises (Australia, Austria, Canada, Eslovenia, Francia, Japdén, Noruega,
Sudafrica, Suecia y Reino Unido) han comunicado casos en los que ha fracasado
el tratamiento de la gonorrea con el ultimo recurso frente a esta enfermedad: las

cefalosporinas de tercera generacion.

- Cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Los infectados con
estos microorganismos tienen un 64% mas de probabilidad de morir que los

pacientes con infecciones no resistentes.

-Cepas de Pseudomonas aeruginosa de aislados nosocomiales en Estados
Unidos resistentes a  aminoglucésidos, cefalosporinas, fluoroquinolonas y

carbapenémicos



-En 105 paises se ha identificado la existencia de tuberculosis ultrarresistente, es

decir, resistente al menos a cuatro de los principales farmacos antituberculosos.

-1300 muertes al afio por cepas de Enterococcus sp. resistentes a vancomicina en

los Estados Unidos

El reto actual de la comunidad cientifica no es solamente disefiar nuevos
antibidticos que eviten la proliferacion de estos patdgenos superresistentes,
sino también buscar nuevos antimicrobianos que puedan ser utilizados por si
solos o mezclados con otras sustancias, como es el caso de la lisozima, una
enzima del grupo de las peptidoglucanohidrolasas (PGHs) capaz de inhibir a
Clostridium botulinum y Listeria monocytogenes por si sola (Hughey vy
Jonhnson, 1987), a E. coli, P. aeruginosa y S. enterica serovar Typhimurium, en
presencia de EDTA (Repaske et al.,1957 Samuelson et al., 1984) y a E. coliy
Kleibsella pneumoniae en presencia del lipopéptido C1000c¢120 (Jammal et
al., 2017).Otras enzimas de este grupo como la lisostafina, una PGH de
Staphylococcus simulans y las de Lactobacillus acidophilus han mostrado
actividad inhibitoria contra cepas de S. aureus resistentes a meticilina y
Helicobacter pylori respectivamente (Dajcs et al., 2000 y Lorca et al.,2000).

Como una opcidn para la extraccion y purificacién de sustancias con posible
actividad antimicrobiana encontramos a las bacterias acido lacticas (BALs) que
han convivido con los seres humanos desde su origen siendo la mayoria de
ellas no patégenas e incluso explotadas para la produccién de alimentos

fermentados

BACTERIAS AcIDO LACTICAS (BALS)

Las Bacterias Acido Lacticas (BALs) son un grupo de microorganismos Gram-
positivos, microaerofilicos, no esporulados, en forma de cocos o bacilos que son
capaces de producir acido lactico como principal metabolito ya sea por
homofermentaciéon o heterofermentacion (Figura 2) (De Vuyst y Van Damme,
1994; Klaenhamer et al., 2002).
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Figura 2. Principales vias metabdlicas en la fermentacion de hexosas por BALs. a) Ruta
homofermentativa. b) Metabolismo acido-mixto. ¢) Ruta heterofermentativa. d) Ruta de Leloir. Las
reacciones son catalizadas por las siguientes enzimas: 1, glucocinasa; 2, glucofosfato isomerasa;
3, fosfofructocinasa; 4, fructosa-bifosfato aldolasa; 5, triosa-fosfato isomerasa; 6, gliceraldehido
fosfato deshidrogenasa; 7, fosfoglicerato cinasa; 8, fosfoglicerato mutasa; 9, enolasa; 10, piruvato,
cinasa; 11, lactato deshidrogenasa; 12, piruvato deshidrogenasa; 13, piruvato formiato liasa; 14,
acetaldehido deshidrogenasa; 15, alcohol deshidrogenasa; 16, fosfotranscetilasa; 17, acetato
cinasa; 18, a-acetolactato sintasa; 19, o-acetolactato descarboxilasa; 20, 2,3-butanediol
deshidrogenasa; 21, diacetil reductasa; 22, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; 23, 6-P-gluconato
deshidrogenasa; 24, ribulosa-5-P-3 epimerasa; 25, D-xilulosa-5P-fosfocetolasa; 26, galactocinasa;
27, galactosa-1-uridiltransferasa; 28, UDP-galactosa-1-epimerasa; 29, fosfoglucomutasa. (Tomado
y modificado de Kowalczyk et al., 2016).



Alrededor de 500 especies, divididas en seis subfamilias, enlistadas a

continuacion, forman parte de las BALs (Felis et al., 2016):

1.

Subfamilia _Aerococcaceae conformada por los géneros Abiotrophia,

Aerococcus, Dolosicoccus, Eremococcus, Fackalamia, Globicatella vy
Ignavigranum.

Subfamilia Carnobacteriaceae conformada por los géneros Alikalibacterium,

Allofustis,  Alloicoccus,  Atopobacter, = Atopococcus,  Atopostipes,
Carnobacterium, Desemzia, Dolosigranulum, Granulicatella. Isobaculum,

Lacticigenium, Marinilactibacillus, Pisciglobus y Trichoccus.

Subfamilia Enterococcaceae conformada por los géneros Bavariicoccus,
Catellicoccus, Enterococcus, Melisococcus, Pilibacter, Tetragenococcus y
Vagococcus

Subfamilia Lactobacillaceae conformada por los géneros Lactobacillus y

Pediococcus.

Subfamilia_Leuconostocaceae conformada por los géneros Leuconostoc,

Fructobacillus, Oenococcus y Weisella.

Subfamilia Streptococcaceae conformada por los géneros Lactococcus,

Lactovum y Streptococcus.

Este grupo de microorganismos se considera altamente relacionado con los

humanos ya que se encuentra presente en las mucosas, principalmente en el

tracto gastrointestinal, y forma parte de la microbiota autéctona de muchos

alimentos (Makarova y Koonin , 2007) (Figura 3). Las BAL y en especial los

géneros Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus

han sido tradicionalmente usados como cultivos iniciadores para la produccion de

una gran cantidad de alimentos y bebidas fermentados pues contribuyen a la

produccion de aromas, sabores y a la preservacion de los mismos (De Vuyst y
Van Damme, 1994).
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Figura 3. Arbol filogenético de algunas BALs basado en la secuencia de siete genes constitutivos
(recA, rpoD, dnakK, infC, rplA, rpsB y rpmA). Las especies fueron coloreadas de acuerdo a su
género (purpura, Leuconostoc spp; amarillo, Lactobacillus spp.; azul, Pediococcus spp.; verde,
Lactococcus spp.; rosa, Streptococcus spp.; naranja, Enterococcus spp.; gris, Oenococcus spp.).
La presencia de cada uno de los microorganismos aislados en diferentes nichos es representada a
partir de puntos de colores (verde oscuro, plantas; verde claro, productos alimenticios; naranja,
cavidad oral; purpura, tracto gastrointestinal; magenta, cavidad vaginal y azul, otras zonas del
cuerpo (Douillard y de Vos, 2014).

PEebiococcus sp.

El género Pediococcus esta conformado por BALs, con morfologia cocoide vy
metabolismo homofermentativo, aerobio facultativo o microaerofilico, catalasa
negativos, no moviles, que son conocidas por su capacidad de crecer a pH
cercano a 5 y su resistencia a vancomicina (Stiles y Holzapfel, 1997; Holland et al.,
2011, Franz et al., 2012).



Hasta el momento se encuentran descritas 12 especies para este género: P.
acidilactici, P. argenitinicus, P. cellicola, P. claussenii, P. damnosus, P.
ethanolidurans, P. inopinatus, P. lolii, P. parvulus. P. pentosaceus. P. siamensis y
P. stilesii, las cuales son generalmente usadas como cultivos iniciadores en la
fermentacién de vegetales, ensilados, quesos, productos carnicos y de panaderia
(Raccach, 2014).

IMPORTANCIA DEL GENERO
Ecologia y Ecosistemas: El género Pediococcus comparte habitat con muchas

otras BALs y no es sorprendente aislarlo de material vegetal, bebidas
fermentadas, carne, productos lacteos, animales y humanos. P. acidilactici, P.
parvulus, P. inopinatus, P. stilessi y P. pentosaceus son habitantes comunes de
plantas, frutas y vegetales (Wilderdyke et al., 2004). P. damnosus, P. cellicola y P.
inopinatus han sido aislados de cervezas y otras bebidas alcohdlicas (Back, 1978;
Zhang et al., 2005). Pediococcus sp. también se localiza en la saliva (Sims, 1986),
en el tracto gastrointestinal humano, de algunos mamiferos (Walter et al., 2001:
Heilig et al., 2002) y en aves (Juven et al., 1991; Kurzak et al., 1998).

En muchos productos fermentados derivados de cereales Pediococcus sp. se
encuentra estrechamente relacionado con el desarrollo de diversos hongos
filamentosos como Amylomices sp., Mucor sp., Rhizopus sp. y Antimucor sp., y de

las levaduras Saccharomyces sp., Pichia sp. y Hansenula sp. (Franz et al., 2012).

Importancia Econdmica e Industrial: P. acidilactici, P. pentosaceus. P. parvulus y

P. inopinatus forman parte de cultivos iniciadores para la produccion de ensilados
(Cai et al., 1999; Zhang et al., 2000), sauerkarut (Back, 1978), frijoles fermentados
y pepinillos (Stamer, 1983), aceitunas y derivados de cereales (Lin et al., 1992;
Wilderdyke et al., 2004). Pediococcus pentosaceus tiene un rol prominente en la
produccion de diferentes alimentos fermentados de origen africano como el koko
(Lei y Jakobsen, 2004), la togwa (Mugula et al., 2003), el khamir y la hussuwa
(Yousif et al., 2010).

Pediococcus sp., también ha sido aislado de productos fermentados tradicionales

asiaticos como la murcha, proveniente de la region cercana al Himalaya; el ragi,
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de Indonesia; el nuru, de Corea; el bubo, de Filipinas; el chin-yueh, de China; el
loogpang, de Tailandia, el bahn men, de Vietham; el burong dalag, la dosa vy el
idli, de la India (De Vuyst y Van Damme, 1994; Stiles y Holzapfel, 1997; Lee y
Fujio, 1999).

Pediococcus sp., puede estar presente también en carne cruda y fermentada
(Gevers et al., 2000), en productos de pescado crudos y marinados (Paludan-

Muller et al., 2002; Tanasupawat y Daengsubha, 2007).

P. pentosaceus esta estrechamente relacionado con la maduracion y fermentacion
de quesos (Callon et al., 2004), especialmente en la produccion de aromas y
sabores caracteristicos de estos productos (Ogier et al., 2002); cepas de P.
pentosaceus con alta actividad de B-caseina hidrolasas, proteasas,
aminopeptidasas y dipeptidil aminopeptidasas han sido aisladas de los quesos
Comté (Boutdn et al., 1998), Salers (Callon et al., 2004) y Parmigiano Reggiano
(Coppola et al., 1997).

BALS Y SU EFECTO BIOCONSERVADOR EN ALIMENTOS
La bioconservacion de los alimentos se refiere al uso de la microbiota de un
producto alimenticio o de los metabolitos generados por la misma con el propdsito

de incrementar la vida de anaquel y garantizar su inocuidad (Stiles,1996).

Las Bacterias Acido Lacticas son el grupo de microorganismos con mayor
potencial para ser utilizadas con este fin ya que durante siglos han sido empleadas
como cultivos iniciadores para la elaboracién de productos fermentados y forman
parte de los microorganismos que naturalmente podemos encontrar en las

materias primas utilizadas en la industria alimentaria (Stiles, 1996).

Las BALs tienen la capacidad de producir sustancias con capacidad
antimicrobiana que evitan el desarrollo de microorganismos capaces de alterar la
calidad y propiedades de los alimentos, asi como de algunos de los principales
patdégenos que podemos encontrar en estas matrices. A continuacion se enlistan

los bioconservadores mas importantes producidos por este grupo:
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BIOCONSERVADORES DE NATURALEZA NO PROTEICA (Ouwenhand y Vesterslund et al., 2004)

Acidos orgéanicos: El resultado de la fermentacién de las hexosas por la via

heterofermentativa es la produccion de una gran gama de moléculas organicas
que tienen actividad antibacteriana, siendo los mas comunes los acidos organicos,

entre los que destacan el propionico, el acético y el lactico.

Los acidos organicos permeabilizan las células potenciando la actividad de otros
compuestos antimicrobianos, como es el caso del acido lactico que disminuye el
pH del medio y genera la disociacion de las cadenas de acidos grasos presentes
en la membrana. Por otro lado, el acido acético ha mostrado tener un amplio rango
de inhibicién; siendo capaz de actuar contra levaduras, hongos y bacterias;
mientras que el acido propionico sélo es eficaz contra los primeros dos

microorganismos enlistados.

Peréxido de hidrogeno: En presencia de oxigeno, las BALs son capaces de

producir H,O, a partir de la accion de las flavoproteinoxidasas, la NADH oxidasa y
la superdxido dismutasa; dicho compuesto genera un ambiente altamente oxidante
produciendo la oxidacion de los grupos sulfihidrilo de las proteinas y de los lipidos
de membrana. La produccion de peroxido de hidrogeno es llevada a cabo a partir
del consumo de O,, lo que conlleva a la formacién de un ambiente andxico poco

favorable para microorganismos aerofilicos.

Dioxido de carbono: EI CO, presenta un efecto antimicrobiano dual; crea un

ambiente anaerdbico y, al mismo tiempo, es por si mismo un bioconservador. El
mecanismo de inhibicion aun se desconoce, sin embargo, se sospecha que se
encuentra relacionado con la inhibicion de la descarboxilacién enzimatica y la
acumulacion de este gas en la bicapa lipidica, lo que produce alteraciones de la

permeabilidad de la membrana.

Diacetilo (2,3- butanodiona): inhibe la accion de las proteinas de unién a arginina

en las bacterias Gram-negativas interfiriendo en la utilizacién de dicho aminoacido.
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Reuterina: producido por Lactobacillus reuteri, es un antimicrobiano de amplio
espectro, capaz de inhibir el crecimiento de bacterias, hongos, levaduras vy
protozoos; su mecanismo de accion consiste en la interaccién de dicha molécula
con sulfihidril enzimas, entre ellas la ribonucledtido sintasa ocasionando la

inhibicion de la sintesis del ADN.

Acido piroglutamico: sintetizado por Lactobacillus casei ssp. casei, Lactobacillus

casei ssp. pseudoplantarum y Streptococcus bovis; presenta efecto contra Bacillus
subtilis, Enterobacter cloacae, Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens;

su mecanismo de accion es similar al de los acidos organicos.

BIOCONSERVADORES DE NATURALEZA PROTEICA

PEPTIDOGLUCANO HIDROLASAS (PGHS)
El peptidoglucano es uno de los principales componentes en la pared celular de

las bacterias y el mayoritario en bacterias Gram-positivas. Es un heteropolimero
formado por cadenas de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico unidos por
enlaces B-1,4, que a su vez se asocian transversalmente por cadenas de
aminoacidos, dichas cadenas interpeptidicas tienen tipicamente L-alanina y D-
glutamina en los primeros dos residuos y en el ultimo, D-alanina (Humann y Lenz,
2009). Se conocen mas de 100 tipos diferentes de peptidoglucanos, cuya principal

diferencia es la cadena de aminoacidos que lo conforman (Madigan et al., 2003).

Las peptidoglucano hidrolasas (PGHs) son un grupo amplio de enzimas que han
sido encontrados en bacterias, animales y virus, cuya funcion principal es llevar a
cabo la hidrdlisis del peptidoglucano o mureina en fragmentos solubles (Vollmer,
2008).

CLASIFICACION DE PGHs
Estas enzimas se pueden clasificar de acuerdo al enlace que hidrolizan en:

e N-acetil-B-D-glucosaminidasas (glucosaminidasa): hidrolizan el enlace
glucosidico B-1,4 de la cadena de glicanos dejando un extremo N-

acetilglucosamina reductor.
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¢ N-acetil-muramoil-L-alanina-amidasa (amidasa): hidrolizan el enlace amidico
entre el N-acetil-acido muramico y el N-terminal de la L-alanina.

e Endopeptidasas y carboxipeptidasas: hidrolizan los enlaces peptidicos
formados por los aminoacidos que unen transversalmente a las cadenas
formadas por el N-acetil-acido muramico y la N-acetil-p-D-glucosamina.

e N-acetil-B-D-muramidasa (N-acetilmuramidasa o muramidasa): hidrolizan en el
enlace (3-1,4 entre el N-acetil-acido muramico y la N-acetil-B-D-glucosamina

dejando un extremo de acido N-acetilmuramico libre.

|Glucosaminidasa I
y

NAc

: Endopeptidasas I

Carboxipeptidasas I\ D-Ala
|

D-Ala

Figura 4. Representacion esquematica del peptidoglucano de Lactococcus lactis, en donde se
observan las enzimas responsables de la hidrélisis del mismo. (Tomado y modificado de Chapot-
Chartier y Kulakauskas, 2014).

Tabla 1. Algunas PGHs provenientes de Bacterias Acido Lacticas

Microorganismo que la

Tipo de PGH/Nombre Referencia
produce
N-acetllglucosamlnldasas{ AC,”.‘ A, Acm B, Acm Lactococcus lactis Huard et al., 2004
C y Acm D (hipotética)
N-acetilglucosaminidasa y muramidasa /Mur 1 Leuconostoc citreum Cibik et al., 2001

Enterococcus faecalis

N-acetilglucosaminidasas .
Enterococcus faecium

Garcia Cano et al.,2014

N-acetilglucosaminidasa y amidasa/AtlL Staphylococcus lugdunensis Bourgeois et al.,2008
Endopeptidasas/Msp1 y Lc-p75 Lactobacillus rhamnosus Claes et al., 2012
Muramidasa Streptococcus faecium Kawamura y Shockman, 1983
Muramidasa y endopeptidasa Streptococcus agalactieae Pitchard et al., 2004
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FUNCION DE LAS PGHS EN LOS MICROORGANISMOS QUE LAS SINTETIZAN
En las bacterias, las PGHs son también conocidas como endolisinas, y se

encuentran involucradas en multiples procesos fisiologicos llevados a cabo por las

mismas, como el ensamblaje y desensamblaje de la pared celular, para el

crecimiento bacteriano, la divisidn celular, esporulacién, germinacion, formacion de

biopeliculas, fijacion de organelos en la superficie celular, etc. (Frirdich y Gaynor,

2013). En la siguiente tabla se describen detalladamente estas funciones.

Tabla 2. Funcion de las PGHs en las bacterias (Vollmer et al., 2008; Frirdich y Gaynor, 2013,

Farrand et al., 2015)

Funcién

Descripcion

Funciones en lafisiologia celular bacteriana

Regulacion del crecimiento
celular

Remocion del exceso de pentapéptidos en el peptidoglucano recién
formado

Elongacién del saculo de
peptidoglucano

Ruptura de enlaces en el peptidoglucano para permitir la
elongacion del saculo

Recambio del
peptidoglucano

Liberacion de fragmentos solubles de peptidoglucano que pueden
ser reutilizados

Sefializacion

Induccion de la B-lactamasa por productos de recambio

Separacion celular

Ruptura del septum durante la division celular en bacterias Gram-
negativas

Esporulacién y germinacién

Maduracién del cértex de la espora y digestion del peptidoglucano
de la célula madre para la liberacién de la endospora

Adquisicion de nutrientes

Facilitacion de la adquisicion de hierro en S. lugdunensis

Ensamblaje de pili

Ensamblaje del flagelo

Ensamblaje mediante PGHs especializadas en esta funcion
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(Continuacion de la Tabla 2)

Funciones en poblaciones bacterianas

Autolisis durante la

. » Fratricidio de células no competentes en S. pneumoniae
transformacion genética

Lisis durante el desarrollo Formacion de cuerpos fructiferos en M. xhantus

Formacién de biopeliculas Adhesion inicial de células a soporte hidrofébicos

Modificacion de la estructura del peptidoglucano del patégeno para
evitar la accidon en el hospedero sobre el mismo, incremento o
disminucién de la patogénesis

Interaccion patégeno-
hospedero

IMPORTANCIA DE LAS PGHS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA
Desde el descubrimiento de la lisozima (muramidasa), en 1922 por Alexander

Fleming, las PGHs han atraido el interés de los investigadores, debido a su
posible aplicacion como antibacterianos en productos alimenticios, ya que poseen
una alta especificidad y accion bactericida comprobada contra microorganismos

patdgenos que pueden estar presentes en éstos.

La lisozima de huevo de gallina (HEWL por sus siglas en inglés) es la PGH mas
ampliamente estudiada y la unica de este grupo aprobada para su uso en
alimentos como aditivo alimentario, siendo su mayor campo de aplicacién la
prevencion del abombamiento en quesos maduros y semi-maduros causado por
Clostridium tyrobutiricum y el control de la actividad bacteriana en vinos
(Callewaert et al., 2011).

Se ha evaluado también el uso de lisozimas de otras fuentes contra
microorganismos patdgenos, por ejemplo: la lisozima de ostra inmovilizada en
alginato de calcio suprime el crecimiento de Listeria monocytogenes y Salmonella
anatum en muestras de salmén ahumado (Callewaert et al., 2011) mientras que la
lisozima de ganso tiene efecto antimicrobiano contra Salmonella enteritidis
(Naknukool et al., 2009).

15




La lisostafina, endopeptidasa sintetizada por algunas especies del género
Staphylococcus, es la segunda PGH mas estudiada, principalmente por su efecto
bactericida contra Staphylococcus aureus (Szweda et al., 2007). Sin embargo, no
se permite aun su uso como aditivo alimentario debido a que la enzima proviene

de un género de bacterias consideradas como patégenas.

El efecto antimicrobiano de las PGHs ha sido principalmente probado contra
bacterias Gram-positivas, debido a que en éstas el peptidoglucano es el
compuesto mayoritario de la pared celular. No obstante, muchos patégenos
causantes de infecciones e intoxicaciones alimentarias son Gram-negativos, por lo
que para la inhibicion de éstos se ha probado el uso de estas enzimas en sinergia
con EDTA vy lipopéptidos (Repaske et al., 1957, Samuelson et al., 1984, Briers et
al., 2007 y Jammal et al., 2017).

BACTERIOCINAS
Este grupo de moléculas comprende a una amplia familia de péptidos sintetizados

ribosomalmente por bacterias, que son capaces de inhibir el crecimiento de
especies cercanas evolutivamente al microorganismo que las produce. En la
década pasada, el interés por las bacteriocinas como bioconservadores en

alimentos cobré auge principalmente en aquéllas que eran sintetizadas por BALSs.

Entre las ventajas que poseen estos conservadores estan la capacidad de resistir
un amplio rango de temperaturas y pH, su facilidad de hidrdlisis por las proteasas
del tracto gastrointestinal, lo que evita su interaccion con la microbiota intestinal y,
a diferencia de los antibioticos, no hay reportes de actividad alérgena en
eucariontes (Pérez et al., 2014). En la siguiente tabla se resumen algunas de las

principales diferencias entre los antibiéticos y las bacteriocinas.
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Tabla 3. Principales diferencias entre las bacteriocinas y los antibidticos (Pérez et al., 2014).

Aplicacion Alimentos/Clinica Clinica
Biosintesis Ribosomal Metabolito secundario
Espectro de actividad Estrecho Amplio
Degradacion proteolitica Alta Moderada o nula
Estabilidad térmica Alta Baja
Actividad a diferentes pH Amplio rango Rango estrecho
Formacion de poros en la Accién contra diferentes
Modo de accion membrana, inhibicion de la | blancos en la membrana o
sintesis de la pared celular intercelulares (ribosomas)
Alérgeno No Si

CLASIFICACION DE LAS BACTERIOCINAS DE MICROORGANISMOS GRAM-POSITIVOS
Las bacteriocinas se dividen comunmente en tres grupos (Klaenhammer, 1993;

Nes et al., 1996, Cleveland et al., 2001;Beristain-Bauza et al.,2012):

Clase 1: corresponde a las moléculas que se conocen como lantibidticos, se
caracterizan por ser peptidos de 19 a 50 aminoacidos y poseer en su estructura
aminoacidos poco comunes como lo son la lantionina, la metil-lantionina, el
dehidrobutirano y la dehidroalanina. Este grupo se subdivide en la clase la y Ib; la
primera formada por péptidos elongados, flexibles con carga neta positiva, cuya
actividad se debe a la destruccion de la célula por la despolarizacion de la
membrana. Las bacteriocinas Ib son péptidos globulares hidréfobos con carga
neta negativa o sin carga, cuya actividad inhibitoria se relaciona con inhibicién

enzimatica principalmente.

Clase 2: esta formada por péptidos termoestables que no poseen lantionina ni otro
aminoacido poco comun; este grupo se subdivide en la clase lla, cuyos miembros

presentan una secuencia conservada en su extremo N-terminal Tyr-Gly-Asn-Gly-
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Val, dos cisteinas formando un puente de disulfuro y poseen actividad inhibitoria

principalmente contra Listeria spp.; y la clase llb, grupo de bacteriocinas formadas

por dos péptidos que se necesitan unir en proporciones similares para llevar a

cabo la actividad antimicrobiana que consiste en la formacion de poros en la

membrana.

Clase 3: son péptidos de pesos moleculares mayores a 30 kDa termolabiles. Este

tipo de bacteriocinas so6lo han sido aisladas en especies del género Lactobacillus.

Tabla 4. Bacteriocinas provenientes de Bacterias Acido Lacticas (Ouwenhand y Vesterslund et

al.,2004).

Nisina

Lactococcus lactis

Lactococcus spp.

Streptococcus spp.
Staphylococcus spp.
Clostridium spp.
Bacillus spp.

Micrococcus spp.

Salivaricina A

Streptococcus
salivarius

Micrococcus luteus

Citolisina

Enterococcus faecalis

Diversas BALs

Clostridium tyrobutyricum

Bavaricina A

Lactobacillus sake

Listeria spp.

Leuconcina A

Leuconostoc gellidum

Listeria spp.

Pediocina PA-1

Pediococcus parvulus

Listeria monocytogenes

Lactobacillus

Helveticin . Lactobacillus spp.
elveticina helveticus PP
. Lactobacillus . .
Lactacina A delbrueckii Lactobacillus spp. lactis
Caseicina Lactobacillus casei Lactobacillus casei
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ANTECEDENTES

P. aAcipiLAcTici ATCC 8042 Y SU EFECTO ANTIMICROBIANO

P. acidilactici ATCC 8042 es una bacteria no patégena que se ha utilizado como
cultivo iniciador de productos carnicos madurados en los que ha presentado
efecto bioconservador e inhibidor del crecimiento de S. aureus y de mesofilos
aerobios (Rivera, 2004), dicho fendbmeno no se atribuye a la produccion de
pediocinas ya que esta cepa carece de los genes para la produccién de las
principales bacteriocinas (PA-1 y AcH) sintetizadas por ésta generé (Mora et al.,
2000; Mora et al., 2003).

En investigaciones realizadas anteriormente por el grupo de trabajo se reporto la
produccion de dos proteinas por parte de P. acidilactici ATCC 8042 localizadas
mayoritariamente en la fraccion correspondiente a las proteinas unidas a
membrana capaces de hidrolizar células de M. lysodeikticus. En zimograma se
observan con pesos moleculares de 99-kDa y 110-kDa. La actividad
antimicrobiana de dichas enzimas en conjunto se determind con pruebas de
difusion en agar contra Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes,
Lactobacillus paracasei, S. enterica serovar Typhimurium y E. coli; por
turbidometria, contra M. lysodeikticus y por zimograma, contra Staphylococcus
aureus y E. coli con resultados positivos (Garcia-Cano et al., 2011; Velasco-
Pérez, 2010; Garcia-Cano, 2013). Ambas proteinas también fueron secuenciadas
y se determind utilizando el programa BLAST que aquella con peso molecular de
99-kDa presentaba dos dominios conservados: uno de N-acetilglucosaminidasa y
otro de amidasa, tipicos en las peptidoglucano hidrolasas; mientras que la proteina
de 110-kDa tenia regiones caracteristicas de un transportador ABC con un 47% de
cobertura y un 100% de identidad (figura 5).
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Figura 5. Secuencia de aminoacidos de la proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
(Nimero de acceso: @i|270289973/NCBI). Los aminoacidos en negritas fueron aquellos
identificados por LC-MS/MS (Tomado de Matamoros, 2013).

Con el fin de determinar cual era el espectro de inhibicion de cada una de las dos
proteinas sefaladas anteriormente Valenzuela-Rosas (2012) evalu6é diversas
técnicas cromatograficas para purificarlas por separado. Debido a que los pesos
moleculares y el punto isoeléctrico de ambas (9.27 para la de 99-kDa y 9.18 para
la de 110-kDa) son muy similares, dichas proteinas unicamente se lograron co-

purificar con un 94.5% de pureza.

Al no ser posible la purificacion de estas proteinas por separado, Garcia-Cano
(2013) clono el gen que codifica para la expresion de la proteina de 99-kDa en un
sistema heterdlogo, observando al comparar el espectro de inhibicion de dicha
proteina recombinante con la mezcla de las proteinas nativas de P. acidilactici
ATCC 8042 de 99 y 110-kDa que existia una reduccion del espectro de inhibicion
en todos los casos, una pérdida total de la actividad antimicrobiana contra Gram-
negativos y Bacillus sp. (Tabla 5).
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Tabla 5. Espectro de inhibicidon de las proteinas nativas de 99 y 110-kDa de P. acidilactici ATCC
8042 copurificadas vs el espectro de inhibicién de la proteina recombinante de 99-kDa purificada
(Garcia-Cano, 2013: Garcia-Cano et al., 2015)

Extracto de proteinas de 99 y 110-kDa de P.

acidilactici ATCC 8042

Extracto de proteina recombinante de 99-kDa

Cepas Cepas
Gram-positivas F:?g:g?n% Gram-positivas F:?g:g;:]%
Bacillus cereus CFQ-B230 206.4 Bacillus cereus CFQ-B230 0.0
Bacillus subtilis ATCC 6633 127.2 Bacillus subtilis ATCC 6633 0.0
Streptococcus pyogenes CFQ-B-218 188.9 Streptococcus pyogenes CFQ-B-218 40.8
Staphylococcus aureus ATCC 6538 180.2 Staphylococcus aureus ATCC 6538 114
Enterococcus faecium QB 99.4 Enterococcus faecium QB 25.8
Enterococcus faecalis QB 88.9 Enterococcus faecalis QB 19.9
Listeria monocytogenes CFQ-B-103 77.8 Listeria monocytogenes CFQ-B-103 23.6
Pediococcus acidilactici ATCC 8042 89.6 Pediococcus acidilactici ATCC 8042 22.1
Lactobacillus paracasei CFQ-B-90 79.2 Lactobacillus paracasei CFQ-B-90 24.7
Gram-negativas Gram-negativas
Salmonella enterica serovar Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028 200.6 Typhimurium ATCC 14028 0.0
Escherichia coli DH5a 76.6 Escherichia coli DH5a 0.0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0.0 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0.0

CLONACION DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA EXPRESION DE LA PROTEINA DE 110-kDA DE

P. acipiLAcTici ATCC 8042.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de la proteina de 110 kDa, Matamoros

(2013) clond el gen que codifica para la expresion de dicha proteina utilizando los
vectores pCR®-XL-TOPO (vector de clonacién) y pET22 (vector de expresion) y
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las cepas hospederas E. coli BL21 y E. coli BL21 pLysS. La proteina mantuvo su
actividad en pruebas de difusion en agar contra M. lysodeikticus y S. aureus
(figura 6). En zimograma contra S. aureus se observd la degradacion de la
proteina recombinante en varias bandas con actividad litica. En el caso de los

zimogramas realizados con M. lysodeikticus unicamente se present6 actividad

litica en la parte inferior del carril en un muy inferior a los 66-kDa(figura 7).

A

Figura 6. Halos de inhibicién usando como microorganismo indicador M. lysodeikticus (izquierda) y
S. aureus (derecha). A, sobrenadante concentrado de E. coli BL21 con el vector pET22b(+) vacio;
B, sobrenadante de E. coli BL21 pLysS con el vector pET22b(+) vacio C, sobrenadante
concentrado de E. coli BL21 con el vector pET22b(+) y el gen que codifica para la produccion de la
proteina de 110-kDa; D, sobrenadante de E. coli BL21 pLysS con el vector pET22b(+) y el gen que
codifica para la produccioén de la proteina de 110-kDa (Tomado de Matamoros, 2013).

kDa

M 1 2
200
116
115 kDa
97 102 kDa
83kDa
69 kDa
66 S8kDa

Figura 7. Actividad litica en zimograma sobre M. lysodeikticus y S. aureus de la proteina
recombinante producida en E. coli BL21 pLysS a 37°C/ 24 h con 1 mM de IPTG. Carril M: marcador
de peso molecular. Carril 1: sobrenadante concentrado vs células de M. lysodeikticus. Carril 2:
sobrenadante concentrado vs células de S. aureus (Tomado de Matamoros, 2013).
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La expresion de la proteina se corrobord con Western Blot utilizando el anticuerpo
Anti-His (C-term)/AP, sin embargo, también se observo la degradacion de la

proteina en esta etapa en un fragmento de 101, 80 y 66-kDa (Figura 8).

M 1

101 kDa

|

Figura 8. Western Blot utilizando el anticuerpo Anti-His (C-term)/AP de la proteina recombinante
producida en E. coli BL21 pLysS a 37°C/ 24 h con 1 mM de IPTG. Carril M: marcador de peso
molecular. Carril 1: sobrenadante concentrado

Con el fin de determinar cual era la estructura tridimensional de la proteina de 110-
kDa y buscar si ésta tenia similitud con alguna de las reportadas en las bases de
datos; Matamoros (2013) realizé un modelado por homologia de la misma
utilizando el programa YASARA, obteniendo que los residuos ubicados en la
posicion a 523 a 1065, presentaban una estructura similar a una colicina la
(bacteriocina secretada por cepas de E. coli al medio extracelular que es capaz de

formar poros en la membrana) con un 14.7 % de similitud (Figura 9).

vy YA
DI

C C-terminal

P

Figura 9. Modelado de la proteina de 110-kDa utilizando el programa YASARA (Matamoros, 2013).

La proteina recombinante generada durante la investigacion anteriormente
descrita no fue purificada ni caracterizada bioquimicamente debido a la
inestabilidad de la proteina que ocasionaba su ruptura en varios fragmentos de

distinto peso molecular.
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cada dia las industrias alimentaria y farmacéutica buscan nuevas herramientas
que garanticen que los productos ofertados sean inocuos y no representan riesgo
alguno para los consumidores. En las ultimas décadas la investigacion acerca de
la aplicacion de bioconservadores ha cobrado auge pues dichos productos,
ademas de prolongar la vida de anaquel y disminuir la cuenta microbiana de
algunos de los principales patdgenos, presentan una baja toxicidad para los

humanos y son degradados facilmente por los mismos.

Las BALs, asi como los productos con actividad antimicrobiana provenientes de
ellas, han estado en contacto continuo con la humanidad ya que forman parte de
la microbiota de nuestro organismo y de los alimentos que consumimos. Este

grupo es el mas explotado para la produccién de bioconservadores.

Hasta el momento conocemos la naturaleza y el mecanismo de accion de algunos
de los principales bioconservadores producidos por BALs, sin embargo, aun no

hemos descifrado todas las estrategias de inhibicién utilizadas por dicho grupo.

La proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 y su efecto antimicrobiano
representan un enigma, pues su secuencia no es similar a la de ninguna PGH,
bacteriocina o antibacteriano conocido. Previamente se llevé a cabo su clonacion
con el objeto de analizarla, aunque éstos resultaron muestran la capacidad
antimicrobiana de la misma contra S. aureus y M. lysodeikticus la hidrdlisis de la
misma que se pone de manifiesto en la figura 7 y 8 no permitieron su purificacion y
caracterizacion. Esta investigacion se orientara a la resolucion de algunas de las
principales interrogantes sobre el mecanismo de accion de dicha proteina, como
son: ¢cual es la estrategia de inhibicién de la proteina de 110-kDa?, ¢es posible
clonar el gen que codifica para la expresién de la proteina y que ésta se exprese
completa y funcional?, ;cual es sitio de la proteina que lleva a cabo la actividad
litica?, ¢cual es la especificidad y espectro de inhibicion de dicha proteina? ¢es
necesaria la presencia de la proteina de 99-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 para
que la de 110-kDa tenga actividad? para lograrlo se planted el uso de un nuevo

sistema de expresion con un vector que no exporte la proteina al sobrenadante
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para evitar su hidrolisis durante el proceso como es el vector pET19b, esperando
que la proteina mantuviera su integridad y principalmente su funcionalidad durante
el proceso, adicionalmente se realizdé una etapa de optimizacién del proceso de

induccion con el fin de incrementar la cantidad de proteina con actividad generada.
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HIPOTESIS
La proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 recombinante presentara

actividad antimicrobiana contra patégenos aislados comunmente en alimentos.

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar si la proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042

expresada por E. coli presenta actividad antimicrobiana.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Generar un modelo estructural de la proteina en la membrana e identificar sus

dominios funcionales.

2. Construir un nuevo sistema de expresion utilizando la cepa E. coli BL 21 (DE3)

y el vector pET19b con el fin de obtener una proteina recombinante funcional.

3. Evaluar las condiciones 6ptimas de produccion de la proteina recombinante de
110-kDa

4. Determinar el mecanismo de accion (Especificidad por sustratos analogos del

peptidoglucano).
5. Purificar y caracterizar bioquimicamente l|a proteina de 110-kDa recombinante.

6. Caracterizar la actividad antimicrobiana de la enzima recombinante de 110-kDa
de P. acidilactici ATCC 8042 purificada y de la mezcla de ésta con la proteina de
99-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
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METODOLOGIA

PROTEINA DE 110-KDA

Clonacién del gen que
codifica para la expresién
de la proteina

Determinacion de las condiciones ﬁ
Optimas de expresion
Purificacién de la proteina - h - -

— L

Figura 10. Diagrama experimental

ANALISIS BIOINFORMATICO

IDENTIFICACION DE DOMINIOS Y REGIONES HOMOLOGAS EN LA PROTEINA DE 110-KDA DE P.ACIDILACTICI

Con el fin de evaluar la presencia de secuencias similares reportadas a la de la
proteina de 110-kDa y determinar la identidad de la misma, se llevé a cabo un
alineamiento de secuencia tipo local mediante el programa BLAST en dos bases
de datos diferentes (NCBI y UNIPROT-KB) utilizando la secuencia que codifica
para dicha proteina en P. acidilactici 7_4 (Clave de acceso en NCBI=
WP_023440859.1). Los dominios conservados en la proteina de estudio se
determinaron alineando proteinas homologas putativas de distintos géneros vy
especies bacterianos, de BALs y otros Firmicutes incluidos algunos de los géneros
y especies contra los que se realizd posteriormente el espectro antibacteriano
como L .monocytogenes, B. cereus y S. parasinguinis (género Streptococcus)

usando la herramienta T-COFFE
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PREDICCION ESTRUCTURAL DE LA PROTEINA.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA Y PREDICCION DE CRUCES TRANSMEMBRANALES
Con el fin de establecer una estructura secundaria consenso se utilizaron 11

programas: CFSSP (Chou y Fasman, 1974), GOR (Garnier et al., 1978), Jpred
(Cuff y Barton, 1999), Jufo9D (Koehler-Leman et al., 2012), Porter (Pollastri y
McLysaght, 2005), SOPMA (Geourjon y Deleage, 1995), Scratch Protein 3 Class
(Cheng et al., 2005), Scratch Protein 8 Class (Cheng et al., 2005), SPIDER 2
(Heffernan et al., 2015), PSIPRED (Jones et al.,, 1999) y YASPIN (Simossis et
al.,2005). Los parametros fisicoquimicos utilizados por los programas para la

prediccion de estructuras secundarias son los siguientes (Tabla 6):

Tabla 6. Parametros considerados por cada uno de los programas utilizados para la prediccion de

la estructura secundaria de la proteina de 110-kDa de P. acidilactici

(7] © c w (7] @a o @a a c%u

3 |S¢ 222 | 2y | 888 | 282 |0053lbo80d 8C3| By |Ba5S
2 |5E58| 655 | 88 | o5g | 653 2830280258 88 (2822
= 2L 08| 239 55 DoN | 233 |82,21828538 o8 CZ| Lo |28gED
8 |gvg3| 2853 | 32 | 848 | 858 |53S8cofBEsggecs| 88 |EL%g
1= gc8°c| 9€E g3 ESE | 9EL |[OEsaPERTSHEEZRY| 28 |228%
< oo 55 (5o < Ts° | &8 e®E| § °© < n"”‘g'g

CFSSP v

GOR v

Jpred v v v v

Porter v

Jufo 9D

SOPMA v

SCRATCH v v v v v v

Protein 3

CLASS

SCRATCH v v v v v v

Protein 8

CLASS

SPIDER 2 v v

PSIPRED v

YASPIN v

ESTABLECIMIENTO DE LOS CRUCES TRANSMEMBRANALES
Para determinar la regiébn de la proteina en la que se ubicaban cruces

transmembranales se utilizaron 9 programas: DAS (considera como un cruce
transmembranal putativo 15-30 aminoacidos hidrofébicos seguidos), HMMTOP

(utiliza la regla de Markov para calcular de acuerdo a la composicion de
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aminoacidos cuales estarian dentro, fuera y en la membrana), Predict Protein
(considera la accesibilidad a solventes, probabilidad de formar puentes disulfuro y
contacto inter-residuos en los cruces transmembranales), SOSUI (evalua la
hidrofobicidad de los aminoacidos y si hay el largo de cadena suficiente para
formar el cruce transmembranal), TMHMM ( usa el modelo de Markov), TMPRED
(busca homologia con secuencias reportadas para cruces transmembranales en la
base de datos Swiss Prot 22), TopPred( utiliza la hidrofobicidad de la proteina y la
regla del positivo adentro), MEMSAT (considera homologia con la topologia de
otras proteinas de su base de datos) y PHOBIUS Quick 2D (evalua la posible
topologia en la membrana y descarta los cruces transmembranales que pudieran

ser péptidos sefial).

Se corrobor6 la presencia de estos cruces transmembranales predichos
obteniendo el perfil de hidropaticidad de la proteina de interés utilizando la escala
de Kytte y Doolittle (1982) con una ventana experimental de 19 aminoacidos
(longitud tipica de un cruce transmembranal) y por la existencia de buscando
secuencias tipicas en ellos como los quiebres de prolina y los cinturones

aromaticos.

EVALUACION DE LA POSIBLE PRESENCIA DE PEPTIDOS SENAL
La presencia de péptidos senal que pudieran haber sido confundidos con cruces

transmembranales fue descartada utilizando los programas Signal IP 4.1 Server,
Phobius, PRED-TAT, TATP 1.0, Sig-Pep, Predisi y SOSUlsignal para garantizar
los resultados la comparacién se realizé contra péptidos sefial de microorganismo

Gram-positivos y Gram-negativos

ANALISIS DE LA ORGANIZACION DE LA PROTEINA RESPECTO A LOS CRUCES TRANSMEMBRANALES
La orientacion de la proteina de interés se determind utilizando la Regla del

Positivo Adentro (Von Heijne, 1992), Para esta etapa se utilizaron los programas
OCTOPUS, TMHMM, PHOBIUS, TOPCONS, PHILIUS, POLY-PHOBIUS,
SCAMPI, SPOCTOPUS.
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MODELADO IN SILICO DE LA PROTEINA DE INTERES
Con el fin de determinar la estructura in silico de la proteina de 110-kDa de P.

acidilactici, de la cual no existen homologos cristalizados se utilizaron los

programas
RAPTOR X
INTENSIVE (enhebrado).

(modelado por

SWISS-MODEL, Phyre HHPRED

homologia-enhebrado),

CEPAS Y MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

CEPAS UTILIZADAS

Las cepas usadas durante esta investigacion, la procedencia y el medio de cultivo

de preservacion se describen en la siguiente tabla (Tabla 7). Todas las cepas se

encontraban almacenadas a -70°C.

Tabla 7. Descripcion de las cepas usadas

(modelado por homologia),
MUSTER y PHYRE

Cepa Procedencia Medio de almacenamiento
Facultad de Quimica .
B. cereus CFQ-B230 UNAM BHI /glicerol (80/20
E. faecalis QB Dra. Maricarmen MRS /glicerol (80/20)
Quirasco
E. faecium QB Dra. Maricarmen MRS /glicerol (80/20)
Quirasco
E. coli BL21 INVITROGEN® LB/glicerol (80/20)
E.coli DH5a INVITROGEN® LB/glicerol (80/20)

E. coli BL21 pET19-99

Dr. Israel Garcia-Cano

LB+ampicilina/glicerol (80/20)

L. paracasei CFQ-B-90

Facultad de Quimica

MRS /glicerol (80/20)

UNAM
L. monocytogenes CFQ-B- Facultad de Quimica _
103 UNAM BHI /glicerol (80/20

M. lysodeikticus

Sigma-Aldrich®

Producto liofilizado

P. acidilactici ATCC 8042

CINVESTAV, IPN

MRS modificado/glicerol (80/20)

P. aeruginosa ATCC 27853

Facultad de Quimica

BHI /glicerol (80/20

UNAM
Salmonella entérica serovar Facultad de Quimica .
Typhimurium ATCC 14028 UNAM BHI/glicerol (80/20

S. aureus ATCC 6538

Posgrado FESC-UNAM

BHI /glicerol (80/20

S. pyogenes CFQ-B-218

Facultad de Quimica
UNAM

BHI /glicerol (80/20




IMEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS
Medio LB

Todos los componentes de este medio (Tabla 8) se mezclan y esterilizan juntos a
121°C, 10 libras, 15 minutos.

Tabla 8. Medio LB (Luria-Bertani)

Componente g/L
Bacto triptona (DIFCO) 10
Cloruro de sodio (J.T. Baker) 10
Extracto de levadura (DIFCO) 5
pH=7.0+0.2

Medio MRS modificado

Todos los componentes de este medio (Tabla 9) se esterilizan juntos a 121°C,10

libras,15 minutos, con excepcion del acido ascorbico y la sacarosa, los cuales
deben prepararse y esterilizarse por separado en las condiciones anteriormente

descritas.

Tabla 9. Medio MRS modificado

Peptona proteosa 10
Extracto de carne 10
Extracto de levadura 5
Sacarosa 10
Tween 80 1 mL/L
Citrato de amonio 2
Acetato de sodio 5
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.25
Fosfato de potasio dibasico 2
Acido ascorbico 15
pH=7%0.2

CLONACION DE LA SECUENCIA QUE CODIFICA PARA LA EXPRESION DE LA PROTEINA DE 110-kDA

EXTRACCION DEL ADN GENOMICO DE P. AciDILACTICI ATCC 8042
Siguiendo la metodologia descrita por Matamoros (2013), se tomaron 200 uL de la

cepa de P. acidilactici ATCC 8042 conservada a -70°C en MRS modificado

(80%)/glicerol (20%) y con ellos se inocularon 10 mL de medio MRS, que se
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cultivaron a 29°C por 8 horas. Este cultivo se centrifugd a 8500 rpm durante 15
minutos. El sobrenadante se desech¢ y las células se utilizaron para la extraccion
de ADN. La extraccion de ADN genomico se realizo con el sistema de extraccion
Genomic DNA Extraction Kit (FAST ID, N° de catalogo K1-0001-0050).

AMPLIFICACION DEL GEN QUE CODIFICA A LA PROTEINA DE 110-kDA
A partir de la secuencia del gen que codifica para la proteina hipotética de 110-

kDa reportada en el genoma de P. acidilactici 7_4 (Clave de acceso en NCBI=
WP_023440859.1) se disefaron los cebadores (Tabla 10) para la amplificacion de
dicho gen a partir del ADN extraido como anteriormente se indico de la cepa de P.
acidilactici ATCC 8042, se utilizé la enzima Taq polimerasa de acuerdo a las

recomendaciones del proveedor del sistema TOPO 2.1 Cloning Kit (Tabla 11.)

Tabla 10. Cebadores utilizados para la amplificacién del gen de la proteina de 110-kDa de P.
acidilactici ATCC 8042

Cebadores Tm (°C) Secuencia
ExNco-110 (Forward) 64.4 GCG CCATGG GAG TTC GCA AAG AGT GGAAAT T
E110RXho (Reverse) 58.9 TGA CTC GAG TCT TTC AACTTC TTG AAG CTT

Tabla 11. Condiciones de amplificacién del gen de la proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC
8042 utilizando Taq polimerasa

Desnaturalizacion inicial 2 94 1X
Desnaturalizacion 1 94
Alineamiento 1 55
Extension 1 72 25X
Extension final 7 72 1X

El producto de PCR se someti6é a electroforesis en gel de agarosa al 1 % (m/v)
utilizando amortiguador TAE 1x (Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM)
(Fermentas®). Las muestras obtenidas de la PCR se mezclaron con amortiguador
de carga 6x (Loading Dye 6x, Fermentas®). La electroforesis se corri6 a 90 V
durante 1 hora, el gel se revelé con bromuro de etidio al 0.01 % sobre un
transiluminador de luz UV, el producto de PCR se purificd utilizando el kit
GeneJet Gel Extraction de Thermo Fisher®
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CONSTRUCCION DEL PLASMIDO TOPO 2.1-110 (VECTOR DE CLONACION)
A partir del gen para la expresion de la proteina de 110-kDa de P. acidilactici

ATCC 8042 amplificado por PCR vy utilizando las condiciones indicadas en el
protocolo del Kit de clonacién del vector pCR™2.1-TOPO® se llevé a cabo la

construccion del plasmido TOPO 2.1-110.

OBTENCION DE CELULAS E. coLl DH5aL cON EL VECTOR TOP0O2.1-110
Se realizd un preinéculo con 200 pL de células de E. coli DH5a que se adicion6 a

un tubo con 5 mL de medio LB, el cual se incubd por 12 horas a 37 °C, 200 rpm.
Posteriormente, se efectué una resiembra del 1 % del preinéculo en 50 mL de
medio fresco y se incubo en las mismas condiciones anteriormente descritas,
hasta alcanzar una D.O.s00nm de 0.2. Una vez alcanzada esa densidad 6ptica todo
el volumen se centrifugd a 8500 rpm por 15 minutos a 4 °C. La pastilla celular se
resuspendié en 15 mL de CaCl, 100 mM y se incubd en hielo durante 30 min, una
vez transcurrido este lapso de tiempo se centrifugd bajo las mismas condiciones,
se resuspendié en 2 mL de CaCl, 50 mM y se incubd en hielo por 2 horas para

generar células competentes.

La transformacion consistio en realizar una mezcla de 50 pL de células
competentes con 5 L de la construccion que se dejé incubar 30 minutos en hielo.
Después se le aplicd un choque térmico, elevando la temperatura a 42 °C durante
2 minutos y posteriormente incubando en hielo durante 5 minutos. La mezcla de
transformacién se transfirié a un tubo de 1.5 mL y se le adicioné 1 mL de medio LB
para recuperar las células, el cual se incubd a 37 °C, 250 rpm por 1 hora. Una vez
transcurrido este tiempo, el tubo se centrifugd a 12,500 rpm durante 10 minutos,
se elimind el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 200 uL de medio LB. Se
plaqued sobre cajas de agar LB con ampicilina (100 ug/mL concentracién final) y
se incubd durante toda la noche a 37 °C; una asada de cada una de las colonias
positivas se inoculé en tubos de 5 mL de medio LB con ampicilina para su
conservacion y la evaluacion de la presencia de la construccion de interés,
mediante PCR utilizando los cebadores indicados en la Tabla 10 y los primers

universales T7.
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CONSTRUCCION DEL PLASMIDO PET198B-110EN E. coL/ BL21
Para generar la construccién del vector de expresion (pET19b) con el gen de

interés insertado; la construccién TOPO 2.1-110 y el vector pET19 se sometieron
a una doble digestion con las enzimas de restriccion pertinentes (Nco | y Xho [)
segun las especificaciones del proveedor (Fermentas®), el producto de ambas
digestiones se sometidé a electroforesis para su purificacion en las condiciones
sefaladas anteriormente (Figura 11). Las bandas correspondientes al gen para la
expresion de la proteina de 110-kDa vy la del vector digerido se purificaron con el
Kit GenedJet Gel Extraction de Thermo Fisher®. El vector pET19, doblemente
digerido y purificado de banda, se someti6 a desfosforilacion para evitar su
recircularizacion utilizando fosfatasa alcalina termosensible (Fast AP, Thermo
Fisher®).

EcoN |(760)

Bsa I(4783)

Drd li(948)
Eam1105 K4722)

Miu I(1225)
Bdl (1239)

BstE 1i(1406)
Bmg I(1434)
Apa |(1436)

AN K(245) pPET-19b

(5717bp)

(t56}-,8) PO

BssH li(1638)
Hpa I(1731)

BspLU11 |(3829) BsaX I(1884)
Sap 1(3713)
Bst1107 1(3600)
Acc 1(3599)
BsaA 1(3581)
Tth111 |(3574)

PshA (2070)

Eag 1(2293)
Nru |(2328)
BspM I(2408)
Bsm 1(2713)

Bpu10 I(293s)
PRISNER) Msc 1(2800)

T7 promoter primer #69348-3

8glll T7.promoter. o lac operator

Xbal s

= His+Tag Nde BamH |

Bpu1102 | Enterokinase T7 terminator

Figura 11. Mapa del vector de expresion pET19 ddénde se indican los sitios de corte para la
insercion del gen de interés, como se observa en la imagen la seccién que codifica para la cola de
histidinas fue escindida.

La ligacion del inserto con el vector pET19 se efectud utilizando la ligasa T4
(Promega®); para saber la cantidad de inserto que se necesitaba, se ocupd la

siguiente ecuacién con una relacién molar de 3:1 y 5:1 (inserto: vector)
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ng vector)(tamafio del inserto(kb))
(tamafio del vector (kb))

inserw)

> * relac molar (—
vector

ng inserto = <

La ligacion se probé a 22°C por 3 horas y 4°C por 12 horas.

Células competentes de E. coli DH5a se transformaron con cada uno de los
productos de las condiciones de ligacion probadas siguiendo el protocolo antes
mencionado. Las clonas positivas se resembraron en medio LB con ampicilina y
se incubaron a 37°C por 12 horas a 250 rpm. Para cada una de ellas se hizo una
extraccion de plasmido y una amplificacién del gen para la producciéon de la
proteina de 110-kDa por PCR utilizando los cebadores universales T7 y los
especificos para el mismo; se emple6 enzima Long PCR de Thermo Scientific® y

las siguientes condiciones (Tabla 12).

Tabla 12. Condiciones de amplificacién del gen de la proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC
8042 utilizando Long PCR de Thermo Scientific®

Desnaturalizacion inicial 94 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94 20 segundos
Alineamiento 50y 55 30 segundos 10
Extension 68 3 minutos y 20 segundos
Desnaturalizacion 94 20 segundos
Alineamiento 50 y 55 30 segundos 25
Extension 68 3 minutos y 30 segundos
Extension final 68 10 minutos 1

Utilizando el plasmido extraido de las clonas positivas de E. coli DH5a pET19-110
se realiz6 la transformacion de la cepa de expresion E. coli BL21 (DE3) por el
método antes descrito. Las clonas positivas se resembraron en medio LB con
ampicilina y se incubaron a 37°C por 12 horas a 250 rpm, para cada una de ellas
se hizo una extraccion de plasmido y la amplificacion del gen de interés por PCR
(Tabla 14) utilizando los cebadores para la amplificacion del gen completo, asi

como cebadores intragénicos (Tabla 13 y Figura 12).

35



Tabla 13. Cebadores utilizados para la amplificacion de la construccion pET19-110

Cebadores Tm Secuencia Tamafio del
(°C) producto
ExNco-110 (Forward) [ 64.4 GCGCCATGGGAGTTCGCAAAGAGTGGAAATT ~800
R1-110 53 CCGGTGGTTACTTGACCAG
F2-110 50 CGCTCTGGTCAAGTAACC ~790
R2-110 47 TACAGTTTGCGAAGTAGTC
F3-110 55 CCGACTTCGCAAACTGTAGATAC ~800
R3-110 52 ACGCCGTTGATTAACGTTCC
F4-110 52 CGCACTGGAACGTTAATCAAC ~850
E110RXho (Reverse) 58.9 TGACTCGAGTCTTTCAACTTCTTGAAGCTT
5 ExNco-110 F2-110 F3-110 F4-110 3
P —
R1-110 R2-110 R3-110 E110RXho

Gen que codifica para la produccion de la proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042

Figura 12. Regiones amplificadas del gen de interés con cada uno de los pares de cebadores
indicados en la Tabla 12.

Tabla 14. Condiciones de amplificaciéon para los cebadores intragénicos del gen que codifica para
la proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 utilizando Long PCR de Thermo Scientific®

Proceso T (°C) Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 2 minutos 1
Desnaturalizacién 94 20 segundos
Alineamiento 49 30 segundos 10
Extension 68 1 minuto
Desnaturalizacién 94 20 segundos
Alineamiento 49 30 segundos 25
Extension 68 1 minuto y 10 segundos
Extension final 68 10 minutos 1

Los productos de la amplificacién del gen de la proteina de 110-kDa de P.
acidilacticic ATCC 8042 de los cebadores de la tabla 10 y los amplicones

generados utilizando cebadores intragénicos se secuenciaron para corroborar que
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no existieran mutaciones o cambios en el marco de lectura (Macrogen Inc, Corea
del Sur).

EVALUACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE PRODUCCION DE LA PROTEINA
RECOMBINANTE DE 110-kDA.

Se prepard un preindculo de la cepa de E. coli BL21 (DE3) con la construccién
pET19-110 conservada a -70 °C, en medio LB mas ampicilina (100 pg/mL), el
cual se incubd a 37°C, 250 rpm, durante 12 horas. Este preindculo se resembro
tomando una alicuota del 1% en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL del
mismo medio de cultivo y siguiendo las mismas condiciones de incubacion hasta
llegar a una DOgponm entre 0.6-0.8. Posteriormente se adicion6 IPTG (isopropil-B-
D-1-tiogalactopirandsido) como inductor en diferentes concentraciones (0.1, 0.4 y
1 mM). Una vez adicionado el IPTG, la fermentacién se siguio a diferentes tiempos
(4, 8,12 y 16 horas) a 37°C y 250 rpm. Concluido este periodo, se cosecharon las
células centrifugando el medio a 8500 rpm, 15 minutos a 4°C, de este tratamiento
se obtuvieron dos fracciones: el sobrenadante, el cual se ultrafiltré para
concentrarlo con una membrana de tamafno de corte de 10-kDa hasta alcanzar el
1% del volumen inicial. Las células enteras se resuspendieron en Tris-HCI pH 8.0
100 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 4°C.

El sonicado se centrifugd a 14,000 rpm por 30 minutos a 4°C, para obtener dos
fracciones: el citosol (sobrenadante) y los restos celulares (pastilla) que se
resuspendieron en el mismo amortiguador. El citosol se concentré por
ultrafiltracion con membrana de tamafio de corte de 10-kDa hasta el 1% del
volumen inicial.

Cada una de las fracciones se analiz6 mediante SDS-PAGE y zimograma de
actividad litica contra M. lysodeikticus utilizando la técnica de Leclerc y Asselin
(1989).

DETERMINACION DEL PERFIL PROTEICO POR SDS-PAGE
El perfil proteico de cada muestra se conocid6 mediante SDS-PAGE segun la

metodologia descrita por Laemmli (1970) y el Manual MINI-PROTEAN 3. Los

geles se prepararon con los siguientes reactivos (Bis-acrilamida 30%, Tris-HCI 2
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mM, pH 8.8, SDS 10%, H,O destilada TEMED y APS 10%). El gel se corrié a 120
V para tefirse posteriormente con azul de Coomassie o con tincion de plata segun

se requiriera.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PGH EN ZIMOGRAMA CON M. LYSODEIKTICUS
Se realizaron con la misma metodologia utilizada para los SDS-PAGE adicionando

0.2 % de M. lysodeikticus (Leclerc y Asselin 1989). Una vez terminada la
electroforesis, el gel se incubd con solucién renaturalizante (Tris-HCI 100mM, pH
8.0 con Triton X-100, 1% v/v) por 12 horas a 37°C y 70 rpm. Posteriormente se
tind el gel con azul de metileno al 0.1% y KOH 0.01% por media hora y se destifo

con agua hasta la observacion de bandas de actividad litica.

DETECCION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA MEDIANTE PRUEBAS DE DIFUSION EN AGAR

Para determinar el efecto antibacteriano in vitro se efectuaron pruebas de difusiéon
en agar (Garcia Cano, 2013) utilizando como microorganismos indicadores M.
lysodeikticus y S. aureus. En cada caja de Petri se colocaron 15 mL de agar BHI
al 1 %, que se dejaron solidificar, posteriormente a la caja se adicionaron 10 mL
de agar BHI al 0.6 % inoculados con el microorganismo a evaluar (en una
concentracion de 1x10” UFC/mL); con un penicilindro se hicieron pozos sobre la
doble capa de agar, a los cuales se agregd cada una de las fracciones de los
distintos tiempos de fermentacion.

CUANTIFICACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA POR EL METODO DE BRADFORD
La concentracion de proteina en cada una de las muestras se mensurd por

microensayo usando el método de Bradford (Bradford, 1976) con un kit comercial
(Bradford Protein Assay Bio-Rad®).

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE CUERPOS DE INCLUSION Y SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA
RECOMBINANTE DE 110-kDA
Debido a que las fracciones que presentaron actividad litica en zimograma y en

pruebas en difusion en agar para todas las condiciones de produccion de la
proteina recombinante analizadas inicialmente fueron los restos celulares, se
sospechaba la formacién de cuerpos de inclusion (agregados proteicos de
proteina recombinante parcialmente plegada o no plegada). Su presencia se

confirmé mediante Microscopia Electronica de Transmision empleando tincién
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negativa en la Unidad de Microscopia del Instituto de Fisiologia Celular usando las
células cosechadas de la induccidn que genero los mejores halos de inhibicion (8
horas de induccion con 0.1 mM de IPTG).

INDUCCION EN FRIO
Una estrategia indicada en la literatura (pET System Manual) para evitar la

formacion de cuerpos de inclusion es inducir la produccion de la proteina a bajas
temperaturas por tiempos prolongados. En esta investigacion se evalud la
induccion a 4°C por 16 horas, adicionando al medio glicerol, sustancia descrita
como coadyuvante del correcto plegamiento de proteinas y de su solubilizacion
(Burguess, 2009; Sahdev et al.,2008), en diferentes concentraciones ( 1y 2%). Se
extrajeron tres fracciones, sobrenadante, citosol y restos celulares, de cada una de

las condiciones probadas.

SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE CON DETERGENTES.
Debido a que la cantidad de proteina recombinante solubilizada con la induccion

en frio fue baja, se probd la solubilizacion de la misma a partir de los restos
celulares que era la fraccion que seguia presentando mas actividad en zimograma
empleando los tres detergentes mas comunmente usados para la purificacion de
proteinas de membrana (Smith, 2011): Tritdn X-100 (detergente no-i6nico) al 0.02
y 1 %, desoxicolato de sodio (detergente i6nico) al 0.14 y 2 % y CHAPS
(detergente zwitteridnico) al 0.429%. La solubilizacion se llevo a cabo por una hora
a4°Cy 150 rpm.

Una vez transcurrido el proceso anteriormente descrito se separaron la fraccidon
solubilizada y la insoluble por centrifugacion a 17000 rpm por dos horas y se

midié la actividad de ambas en zimograma de M. lysodeikticus.

Cabe destacar que para la determinacién de la concentracion de proteina en cada
fraccion se utilizd la absorbancia de la misma a 280 nm, pues los detergentes

utilizados interfieren si se mensura este parametro con el método de Bradford.

OPTIMIZACION DE LA SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE.
Una vez que se estableciéo el mejor detergente y la concentracion optima del

mismo para la solubilizaciéon de la proteina recombinante, que resulté ser el
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desoxicolato de sodio al 2%, se evalud la recuperacién de la misma de acuerdo al
tiempo de solubilizacion probandose 1, 6 y 24 horas. La actividad de las fracciones
soluble e insoluble de cada condicion se determind en zimograma de M.
lysodeikticus

EVALUACION DEL ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE LA PROTEINA RECOMBINANTE DE 110-kDA DE P.
ACIDILACTICI ATCC 8042.
Para valorar la actividad antimicrobiana de la proteina recombinante se realizaron

pruebas de difusion en agar de los restos celulares de la inducciéon en frio
solubilizados en desoxicolato de sodio al 2% contra 12 microorganismos B.
cereus, E. faecalis, E. faecium, E.coli, L. paracasei, L. monocytogenes, M.
lysodeikticus, P. acidilactici, P. aeruginosa, S. enterica serovar Typhimurium, S.

aureus y S. pyogenes, de acuerdo con la metodologia descrita anteriormente.

DETERMINACION DEL MECANISMO DE ACCION (ESPECIFICIDAD POR SUSTRATOS ANALOGOS DEL
PEPTIDOGLUCANO).

Con el fin de identificar si la proteina recombinante era una PGH se evalud la
especificidad de la misma contra analogos de los enlaces presentes en el
peptidoglucano, técnicas que se describen a continuacion. .

En cada prueba se utilizaron controles positivos de cada una de los cuatro
posibles tipos de PGH:

e Control positivo _de N-acetilglucosaminidasa: N-acetilglucosaminidasa de

Canavalia ensiformis.

e Control positivo de amidasa: pilina con actividad de amidasa de Bacillus

pumilus (Hernandez-Maldonado, 2017).

e Control positivo de endopeptidasa: lisostafina de Staphylococcus simulans.

e Control positivo de muramidasa: lisozima de huevo de gallina.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE N-ACETILGLUCOSAMINIDASA
Se determind la actividad de N-acetilglucosaminidasa a la proteina recombinante

solubilizada en desoxicolato de sodio al 2% asi como a los controles negativos y
positivo siguiendo el protocolo descrito por Sigma Aldrich® para la deteccién de
enzimas con actividad de N-acetilglucoamidasa y modificado por Garcia Cano

(2013). Se utilizd una microplaca de 96 micropozos. Para cada prueba se
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adicionaron 80 pL de amortiguador de Citrato de Sodio pH 4.8 100 mM, 10 uL de
una solucién de 4-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina (1 mg/mL) y 10 pyL de la
muestra; la reaccion se incubd a 37°C por 30 minutos y se detuvo adicionando 100
ML de carbonato de sodio 140 mM. La actividad enzimatica de la muestra y de los
controles se cuantifico en un lector de placas a 405 nm (EPOCH Biotek).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE AMIDASA
Se determind la actividad de amidasa a la proteina recombinante solubilizada en

desoxicolato de sodio al 2% asi como a los controles negativos y positivo
siguiendo el protocolo descrito por Sigma Aldrich® y por Garcia Cano et al. (2015)
para la deteccion de enzimas con dicha actividad. Se utilizé una microplaca de 96
micropozos. Para cada prueba se adicionaron 70 yL de agua desionizada, 10 yL
de una soluciéon de hidrocloruro de L-alanin-p-nitroanilina (1 mg/mL) y 20 yL de la
muestra y la reaccion se incubd a 37°C por 40 minutos. La actividad enzimatica de
la muestra y la de los controles se midi6 con un lector de placas a 350 nm
(EPOCH Biotek).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE ENDOPEPTIDASA
La actividad de endopeptidasa se determiné mediante el método de Cd-ninhidrina

(Doi et al., 1981; Valenzuela, 2012). En un tubo se colocaron 50 pL de la muestra
de enzima y 15 yL de soluciones preparadas de Leu-Gly-Gly (5 mM) y Gly-Gly-
Gly-Gly-Gly (5 mM) en HEPES 20 mM pH 7.0. La mezcla de reaccion se llevo a un
volumen de reaccion de 150 pyL con amortiguador de trabajo y se incubé a 37°C
por una hora. Posteriormente se adicionaron 150 yL de reactivo Cd-ninhidrina (0.8
g de ninhidrina, 80 mL de etanol al 99.5%, 10 mL de acido acético glacial y 1g de
CdCly) y nuevamente se incubd la mezcla a 85°C por 5 minutos. Después de este
tiempo se centrifugd cada tubo para evitar la turbidez pudiera interferir en la
medicion. El ensayo se elaboré transfiiendo 200 pyL de cada tubo a una
microplaca de 96 pozos, se utilizd un lector de placas Epoch Biotek y las lecturas
se realizaron a 507 nm.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MURAMIDASA
La actividad de muramidasa se determiné siguiendo el protocolo de Taylor (1996).

250 pL de una solucién de peptidoglucano de M. lysodeikticus (4mg/mL)

mezclada con 150 uL de extracto enzimatico y llevada a un volumen final de 600
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ML con agua desionizada se incub6 por 24 horas; transcurrido este tiempo la
mezcla se centrifugd para eliminar el peptidoglucano no solubilizado. 500 yL de
reaccion se mezclaron con 3 mL de H,SO4 concentrado y esta solucion se calentd
en agua a ebullicion por diez minutos, para posteriormente adicionar 50 uL a cada
muestra de CuSO4 al 4% y 100 pL de pPP (p-fenilfenol) al 1% en etanol al 96%.
Cada ensayo se incubd a temperatura ambiente por treinta minutos, y se evalu6
midiendo la absorbancia del mismo a 570 nm.

EXTRACCION DE PEPTIDOGLUCANO (TOMADOYMODIFICADO DE TIAN ET AL., 2015)

Un cultivo M. lysodeikticus en medio BHI incubado por 24 horas a 37°C y 250 rpm
se centrifugd a 8500 rpm por 15 minutos a 4°C para cosechar las células. La
pastilla generada se lavo con agua desionizada estéril (relacion masa celular (g)/
volumen agua (ml)=1/10) hasta obtener un precipitado blanco, el cual
posteriormente se resuspendié en TCA al 10% (relacién masa celular (g)/ volumen
TCA 10% (ml)=1/10) y se colocé a ebullicion por 60 minutos. Una vez transcurrido
este tiempo la solucion se enfrio y se centrifugd a 8500 rpm por 20 minutos a 4°C.
La pastilla resultante del tratamiento con TCA se resuspendio e incub6é en una
mezcla de amortiguador de acetatos (0.5 M de acido acético y 0.2 M de acetato de
sodio pH 4.5), cloroformo y metanol (4:5:10) pH 4.6 toda la noche y después se
centrifugd a 8500 rpm por 10 minutos a 4°C.

El precipitado se solubilizé en TRIS-HCI 100 mM pH 7.5 con 2000 unidades de
pronasa y se incub6 a 37°C por 12 horas y 140 rpm en bafio de agua; una vez
concluida esta etapa la solucion se centrifugd por veinte minutos a 4°C. El
sedimento se lavd cuatro veces con agua desionizada, se liofilizé y se almacené a

-20°C hasta su uso.

PURIFICACION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA PROTEINA DE 110-KDA RECOMBINANTE.

PURIFICACION DE LA PROTEINA DE 110-KDA RECOMBINANTE
A partir del extracto soluble de la proteina recombinante de 110-kDa de P.

acidilacticic ATCC 8042 obtenido después de tratar los restos celulares con
desoxicolato de sodio al 2% por 24 horas se realiz6é una purificacion de la proteina
de interés en la Unidad de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina,

UNAM. Se utilizé6 una columna Superdex 200 (Pharmacia Biotech) conectada al
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equipo Biologic LP (Bio-Rad); la muestra se hizo pasar con un flujo de 1mL/minuto
utilizando como amortiguador de corrida Tris-HCI pH 8.0 100 mM; en total se
obtuvieron ocho corridas, cada una de las cuales estaba formada por 80
fracciones de 5 mL; la cantidad de proteina en las mismas se monitoreo por
absorbancia a 280 nm.

Para calcular el peso molecular teérico de la proteina recombinante de 110-kDa se
utilizaron cinco proteinas de referencia: ferritina (440 kDa), inmunoglobulina G
(160 kDa), albumina (66 kDa), quimiotripsinégeno A (25 kDa) y ribonucleasa (13
kDa) que se inyectaron en las condiciones anteriormente descritas en la columna,
dicho valor se determind a partir del coeficiente de particion (Kav) y se comparé
con el observado experimentalmente mediante SDS-PAGE.

La actividad enzimatica de las fracciones se analizd6 mediante zimograma y
ensayo espectrofotométrico para actividad de muramidasa, mientras que la
concentracion de proteina se cuantifico utilizando el método de Bradford. Aquellas
que presentaron mayor actividad espectrofotométrica se utilizaron para la
caracterizacion bioquimica.

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA PROTEINA RECOMBINANTE DE 110-kDA DE P. AciDILACTICI ATCC
8042
Durante el rastreo de la actividad enzimatica en las fracciones purificadas se

encontraron dos grupos de las mismas con alta actividad de muramidasa, uno
comprendida entre las fracciones 51 a 59 (con un pico maximo alrededor de 54) y
el otro entre las fracciones 63 a 72 (con un pico maximo alrededor de 68). Sin
embargo, al observar en SDS-PAGE el perfil proteico de las muestras, la primera
region presentaba dos bandas (debidas posiblemente a la degradacion de la
enzima de interés) y la segunda una, por lo que se decidio trabajar con ésta ultima
donde la proteina estuviera en un solo nivel de degradacion.

La caracterizacion bioquimica se llevé a cabo como se describe a continuacion:

INFLUENCIA DEL PH DEL MEDIO EN LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
Se utiliz6 una mezcla de amortiguadores: acido citrico 20 mM (intervalo de

amortiguamiento: 2.1-4.1), acido acético 20 mM (3.8-5.8), MES 20 mM (5.5-6.7),
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HEPES 20 mM (6.8-8.2), CHES 20 mM (8.6-10) ajustado a cada pH evaluado
4,5,6,7,8,9y 10.

Para cada ensayo se tomaron 350 pL de una solucién de peptidoglucano (4
mg/mL) solubilizado en las soluciones de la mezcla de amortiguadores ajustadas a
los distintos valores de pH a los cuales se les 27.5 ug de la proteina total obtenida
de la purificacion, la reaccién se incub6 a 37°C por 24 horas con una agitacion de
100 rpm. Transcurrido este tiempo cada tubo se centrifugé por un minuto para
decantar el peptidoglucano no hidrolizado y de cada reaccién se tomaron 500 uL
que se analizaron de acuerdo al protocolo sehalado para la prueba
espectrofotométrica de deteccion de muramidasas. Cada ensayo se evalu6 por

cuadruplicado y se hicieron blancos para descartar el efecto del pH en el sustrato.

ESTABILIDAD A PH
Este parametro se determin6 colocando 43 ug de la proteina total obtenida de la

purificaciéon para cada condicidon a analizar que se incubaron con 375 uL de la
mezcla de amortiguadores ajustadas a pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10, por una hora a
37°C y 100 rpm de agitacion. De esta mezcla se tomaron 250 uL que se incubaron
con 350 uL de una solucion de peptidoglucano (4 mg/mL) preparada al pH en el
que se observo una mayor degradacién del sustrato (pH=6). La reaccion se incubd
28 horas a 37°C con una agitaciéon de 100 rpm; transcurrido este tiempo cada tubo
se centrifugd por un minuto para decantar el peptidoglucano no hidrolizado. De
cada reaccion se tomaron 500 uL que se trataron de acuerdo al protocolo
senalado anteriormente. Cada ensayo se llevo a cabo por cuadruplicado y se

hicieron blancos para descartar el efecto del pH en el sustrato.

EFECTO DE LA TEMPERATURA DE REACCION EN LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
Para conocer la influencia de este parametro en la enzima se llevé a cabo la

incubacion de la reaccion de hidrdlisis de peptidoglucano a diferentes
temperaturas (4°C, 23°C, 38°C, 45°C y 65°C). Cada reaccion consistié en 15.75
Mg de la proteina purificada a los que se les adicionaron 350 uL de una solucién de
peptidoglucano (4 mg/mL) ajustada a pH 6. La reaccion se incubd por 23 horas y 3

minutos a cada uno de las temperaturas probadas con una agitacion de 100 rpm,

44



transcurrido esta etapa cada una de las muestras se centrifugd por un minuto para
decantar el peptidoglucano no hidrolizado; de cada reaccién se tomaron 500 pL
que se procesaron de acuerdo al protocolo sefalado para cuantificar la actividad
de muramidasas. Cada ensayo se evalud por cuadruplicado y se hicieron blancos

para descartar el efecto de la temperatura en el sustrato.

ESTABILIDAD TERMICA
Esta propiedad de la enzima se estim6 incubando a la misma a 4°C, 25°C, 38°C,

45°C y 65°C por 1 hora. Cada ensayo consistid en 15.75 ug de la proteina
purificada. Transcurrido este tiempo la muestra se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se le adicionaron 350 pL de una solucién de peptidoglucano (4 mg/mL,
pH=6). Las muestras se incubaron por 23 horas a 100 rom y 23 °C , que result
ser la temperatura de mayor actividad. Concluido este tiempo cada una de las
muestras se centrifugd por un minuto para decantar el peptidoglucano no
hidrolizado; de cada reaccion se tomaron 500 puL que se analizaron siguiendo el
protocolo para la detecciéon de la actividad de muramidasas. Cada ensayo se
efectud por cuadruplicado y se hicieron blancos para descartar el efecto de la

temperatura en el sustrato.

EFECTO DE IONES METALICOS
Se determiné el efecto de cinco iones metalicos (Na*, K*, Mg?*, Ca®* y Zn**) en la

actividad enzimatica de la proteina de 110-kDa recombinante en dos
concentraciones diferentes, 1 y 10 mM. El primer paso consistioé en el secuestro de
los iones que pudiesen estar en las fracciones de la proteina purificada
adicionando EDTA hasta alcanzar una concentracién final 100 mM e incubando
estas fracciones durante 1h en presencia de este quelante. Posteriormente a 9.75
Mg de la enzima purificada y sometida al tratamiento con EDTA se le adicionaron
450 puL de una solucidon de peptidoglucano (4 mg/mL) ajustada a pH 6 que
contenia el ion a analizar, la concentracion final del ion en la mezcla de reaccién
era 1 y 10 mM. La reaccion se incubd por 20 horas a 23°C, transcurrido este
tiempo cada una de las muestras se centrifugé por un minuto para decantar el

peptidoglucano no hidrolizado; de cada reaccion se tomaron 500 uL que fueron
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tratados de acuerdo al protocolo sefialado anteriormente. Cada ensayo se realiz6
por cuadruplicado y se hicieron blancos para descartar el efecto de cada metal en

las dos concentraciones probadas en el peptidoglucano.

EFECTO DE EDTA Y PMSF.
El efecto del EDTA (agente quelante) y del PMSF (inhibidor de serin proteasas y

de otras enzimas que contienen serina en sus sitios activos) (Genckal y Tari,
2006) se probé utilizando dos concentraciones de estos compuestos 1y 10 mM.

Se tomaron 7.25 ug de la enzima purificada a los que se le adicionaron 450 uL de
una solucién de peptidoglucano (4 mg/mL) a pH 6 que contenian el EDTA o
PMSF, la concentracion final de los mismos era 1 y 10 mM. La reaccién se incubo
por 20 horas a 23°C, concluido este tiempo cada una de las muestras se
centrifugd por un minuto para decantar el peptidoglucano no hidrolizado. De cada
reaccion se tomd una muestra de 500 uL, que se analizé de acuerdo al protocolo
indicado para la determinacion de la actividad de muramidasa. Cada ensayo se
realizd por cuadruplicado y se hicieron blancos para descartar el efecto del EDTA

y PMSF sobre el peptidoglucano

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA ENZIMA RECOMBINANTE DE 110-
KDA DE P. AcipiLAcTIicl ATCC 8042 PURIFICADA Y DE LA MEZCLA DE ESTA CON LA
PROTEINA DE 99-kDA DE P. AcipiLAcTIcI ATCC 8042

EXTRACCION DE LA ENZIMA RECOMBINANTE DE 99-kDA P. AciDiLAcTICI ATCC 8042
A partir de la cepa de E. coli BL21 pET19-99 (Garcia-Cano, 2013) almacenada a -

70°C, se realizd un preindculo en medio LB+ampicilina (100ug/mL) que se incubd
a 37°C por 12 horas con una agitaciéon a 250 rpm, posteriormente se resembrd
(1% del preindculo) en un matraz con 50 mL del mismo medio y se incubo en las
condiciones anteriormente descritas hasta llegar a una D.O.gponm 0.6-0.8, momento
en el cual se adicion6 IPTG (0.1 mM concentracion final) para inducir la expresion
del gen que se encarga de sintetizar la proteina de interés, la fermentacion
continud en las mismas condiciones por 4 horas.

Las células se cosecharon centrifugando el medio a 8500 rpm, 15 minutos a 4 °C,

el sobrenadante se ultrafiltr6 con una membrana de tamafio de corte de 30-kDa
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hasta reducir su volumen al 1% del volumen inicial. Para corroborar la expresién
de la proteina recombinante se determiné espectrofotométricamente la actividad
de glucosaminidasa y en zimograma de 4-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina.

ZIMOGRAMA DE 4-NITROFENIL-N-ACETIL-B-D-GLUCOSAMINA
Se realiz6é con la misma metodologia utilizada para los SDS-PAGE adicionando 3

mg de 4-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina (Barbosa-Gonzalez, 2015). Una vez
terminada la electroforesis, el gel se incubé en MOPS 20 mM pH 6 por 30 minutos
a 50°C y 60 rpm o hasta la observacién de bandas amarillas caracteristicas de la

hidrdlisis del sustrato y de la formacion del ion nitrofenolato

DIFUSION EN AGAR
Para evaluar la actividad antimicrobiana de la proteina recombinante de 110-kDa

de P. acidilactici ATCC 8042 y de ésta en presencia de la de proteina
recombinante de 99-kDa del mismo microorganismo se hicieron pruebas de
difusiéon en agar contra 12 microorganismos B. cereus, E. faecalis, E. faecium, E.
coli, L. paracasei, L. monocytogenes, M. lysodeikticus, P. acidilactici, P.
aeruginosa, S. enterica serovar Typhimurium, S. aureus y S. pyogenes de acuerdo
con la metodologia descrita anteriormente utilizando para cada ensayo 5ug de
cada una de las proteinas analizadas

ENSAYO TURBIDIMETRICO
Se realizé en una microplaca de 96 pozos. Para cada experimento se tomaron 250

uL de un cultivo en BHI de cada uno de los 12 microorganismos probados en el
ensayo de difusion en agar en fase logaritmica, a los cuales se les adicionaron 50
ML (0.032 mg/mL) de la proteina recombinante de 110-kDa de P. acidilactici ATCC
8042 y de ésta en presencia de la de proteina recombinante de 99-kDa del mismo
microorganismo (0.016 mg/mL de cada proteina en el medio). La absorbancia de
cada pozo se leydé a 600 nm en un lector de placas Epoch Biotek cada hora. Las
muestras se evaluaron por triplicado y se hicieron blancos del medio de cultivo
(BHI), del amortiguador de solubilizacién de las enzimas (Tris-HCI pH 8.0 100 mM)
y se utilizé como control positivo ampicilina (100 mg/100 mL).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. GENERACION DE UN MODELO ESTRUCTURAL DE LA PROTEINA EN LA MEMBRANA Y
DILUCIDACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LA MISMA MEDIANTE ANALISIS BIOINFORMATICO.

DOMINIOS ENCONTRADOS A PARTIR DE UN ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS TIPO LOCAL (BLAST) USANDO
DISTINTAS BASES DE DATOS.

i 135 =4 375 50 [ 5 i 10
Query seq,
Specific hits —_- e
plp_ual Cherm
—
ABC2_membrane_3 !
Nonespecific | pirshaf Mern R e | YadH
hits 7. asof Marn M | ‘ Rt pesbrane
G2 brang, ) | | Tar
0UF3533 LG43
: : Tar
=
COG5283
I Tlar
| mmnl
|
Superfanilies YhgE superfanily
J'Hf.Psiml superfanily AEC2 _pebrane superfanily
MCPsignal superfamily | AbE2_pesbrans ) superfanily

Figura 13. Dominios conservados encontrados en la secuencia de la proteina de 110-kDa con la
base de datos NCBI

Tabla 15. Descripcion de los dominios encontrados en la secuencia de la proteina de 110-kDa

Regién Dominio Descripcion ST
840-1045 C-terminal de YhgE/Pip Este dominio forma parte de un 2 02x10°%
(pip_yhgE_Cterm) grupo multiple de proteinas de X
membrana caracteristicas de
. . bacterias Gram- positivas; uno de 71
4-167 N-t?rznmarll dg '\Kggnfgplp los miembros ha demostrado ser 1.50x10
PIP_yngE_| esencial para la infeccion por
fagos, por lo que también son
conocidas como “ proteinas de 1.35 x107'%°
1-1038 YhgE fago de infeccion” (Pip; por sus
siglas en inglés)
Sistema de transporte 13
Transportador ABC . 2.50x10
802-1037 (ABC2_membrane_3) dependiente de ATP
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Continuacion de la Tabla 15

Transportador ABC tipo 2 4.11 x10™*
900-1008 (ABC2_membrane)
14-156 Transportador ABC tipo 2 7.35 x10°
(ABC2_membrane_3)
, , Proteina de secrecion tipo VIl de 16
19-136 Proteina de secrecion EsaA la familia WXG100, comunes en 1.02x10
(T7_esaA_Nterm) | _—
os Firmicutes
233-260 Héptadas repetitivas tipo Region caracteristica que sugiere 7.23x10°
XXXLXXG (xxxLxxG_by 4) | la presencia de dos giros a-hélice
Transportador ABC, involucrado 5
899-1041 Transportador YadH en mecanismo de resistencia a 1.20x10
(YadH) di .
iversos farmacos .
396-674 1.07x10
-5
532-824 3.87x10
556-811 Aceptor quimiotactico de Lleva ?egztrasoibrreestllee;mones 7.95x10°
metilos (Tar)
respuesta a atrayentes o 3.94 x107
312-593 repelentes durante la quimiotaxis '
-3
528.763 bacteriana 257 x10
Aceptor quimiotactico de 2.76x107
308-623 metilos (MA)
517-707 Dominio COG4372 No tiene funcién conocida; 4.11x107
(COG4372) contiene un dominio DUF30084
Proteina transmembranal con 5
20-113 DUF 3533 funcién desconocida presente en 9.03x10
bacterias y eucariotas
Esta proteina se encuentra unida
al ADN y se encarga de organizar
Proteina de segregacion y segregar a los cromosomas 2 41x10%
528-715 cromosomica bacteriana durante el proceso de particion. '
(SMC_prok_B) Esta presente en los tres
dominios y es la mas comun en
bacterias
350-832 Dominio COG5283 Proteina del flagelo relacionada 5.54x10™
(COG5283) con fagos
. . -3
493-648 Gllcopro(tsm:()%%gnzﬁmbrana (Clasificacion provisional) 6.62x10
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Tabla 16. Secuencias con mayor homologia obtenida smediante un alineamiento de secuencias
tipo local (BLAST) utilizando la base de datos del NCBI

%Cobertura
0,
Descripcién Score (Iraegfc?t:ticr)\: Valor E | %Positivos | %ldentidad o s
completa)

Proteina de membrana de P. 0.0
acidilactici 7_4 (Aceptor 2123 100 0.0 100 100 .
quimiotactico de metilos)

Proteina de membrana hipotética 0.0
de P. acidilactici MA18/5M | 2114 100 0.0 % %
Proteina de membrana hipotética 0.0
ATO21 05370 de P. acidilactici | 214 100 0.0 99 99
Proteina integral de membrana de 0.0
P. acidilactici DSM 20284 2113 100 0.0 % %
Proteina de membrana hipotética 0.0
AV543 05745 de P. acidilactici | 21 12 100 0.0 99 99

Tabla 17. Secuencias con mayor homologia obtenidas mediante un alineamiento de secuencias
tipo local (BLAST) utilizando la base de datos del Uniprot KB

Proteina de membrana de P. acidilactici 1
7-4 (Aceptor quimiotactico de metilos) 5275 100 0.0 100 %
Proteina integral de membrana de P.

acidilactici DSM 20284 (Aceptor 5258 100 0.0 99.6 99.6
quimiotactico de metilos)
Proteina no c.al.'acte.rl.zada de P. 5226 100 00 996 99.8
acidilactici
Dominio C-terminal de proteina
hipotética tipo YhgE/pip de P. acidilactici | 5222 100 0.0 99.5 98.9
D3
Proteina no c_aractt_arl_zada de P. 5027 100 00 98.9 99.6
acidilactici

La secuencia de la proteina de 110-kDa tiene regiones caracteristicas de multiples

dominios siendo los mas notables por su alta similitud aquellos que corresponden

a un transportador ABC, un aceptor quimiotactico de metilos y una proteina

requerida para infeccion por fagos (YhgE), de estos dominios asi como del resto

de los mostrados en la Figura 13 y Tabla 15 no existe hasta el momento alguno

que tenga reportes como antimicrobiano,

bacteriostatico,

bacteriocida o

bacteriolitico, cabe destacar que las proteinas que presentan una mayor similitud
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con la proteina de interés (Tabla 16 y 17) son hipotéticas y aun no hay informes
donde alguna de éstas haya sido purificada, aislada o cristalizada, debido
principalmente a la complejidad que conlleva la extraccién y analisis de las

proteinas de membrana.

Las regiones similares a secuencias de transportadores ABC (proteinas
localizadas en las membranas celulares de multiples organismos involucradas en
la importacidn y exportacion de aminoacidos, azucares, minerales, farmacos, etc.
a la célula (Biemans et al., 2006), se ubican en la region N-terminal y C-terminal y
se sobrelapan con los dominios N-terminal y C-terminal para la proteina de fago
de infeccidén tipo YhgE, que poseen expectancias inferiores. Probablemente los
transportadores ABC y esta region de la proteina de 110-kDa son estructuralmente
similares pero funcionalmente diferentes pues, como se vera mas adelante, estan
involucradas en el anclaje de la proteina de 110-kDa a la membrana (son cruces
transmembranales) de P. acidilactici ATCC 8042 y no poseen la longitud suficiente
para formar la estructura de un transportador. Es importante destacar que los
transportadores ABC también han sido sefalados como reguladores vy
exportadores de péptidos antimicrobianos (Dintner., 2011), sin embargo, hasta el
momento no existe reporte de proteinas de esta familia que presenten algun tipo

de actividad antimicrobiana por si sola.

La sefalizacion de algunas proteinas de la tabla 16 y 17 como aceptores
quimiotacticos de metilos es ocasionada por la similitud entre la secuencia de
aminoacidos de la proteina de 110-kDa y proteinas que si tienen esta funcién en
organismos alejados evolutivamente de P. acidilactici como E. coli y Thermotoga
marina (Alexander y Shulin,2006). Dicho grupo de proteinas se encuentran en la
membrana y son capaces de unirse a sustancias que actian como atrayentes o
repelentes organicos que envian informacién al interior de la célula y regulan la
quimiotaxis de la misma, sin embargo, hasta el momento no se conoce
informacion de actividad antimicrobiana de estas proteinas ademas de que el
género Pediococcus spp. carece de flagelos que le permitan llevar a cabo

quimiotaxis.

51



El dominio YhgE, que es el que presenta un menor valor de expectancia, es el
unico que puede estar relacionado con la actividad antibacteriana observada para
la proteina de 110-kDa, ya que segun lo sefialado en la literatura (Dieye et al.,
2010 Oxaran et al.,2012; Johnson et al., 2014; Golomb et al.,2015 Koberiecka et
al., 2016, Castelain et al.,2016) dicha proteina forma parte del operon involucrado
en la sintesis y ensamblaje del pili en Lactococcus lactis (integrante de las BALS);
la delecién del gen que codifica para la expresion de la proteina YhgE trae como
consecuencia la pérdida en la bacteria de la capacidad de formar biopeliculas, de
autoagregarse y de anclarse a superficies por medio del pili (Oxaran et al., 2012;
Castelain et al.,, 2016) actividad que también pueden llevar a cabo algunos
miembros de la familia de las PGHs (Vollmer et al., 2008), por lo que no se

descarta que dicha proteina tenga esta actividad.

DETERMINACION DE LAS REGIONES ALTAMENTE CONSERVADAS EN LA PROTEINA DE 110-KDA DE P.
ACIDIDLACTICI
Los dominios conservados de la proteina de estudio se determinaron alineando

ésta con proteina homologas de distintos géneros y especies usando la
herramienta T-COFFE. Las proteinas seleccionadas para esta esta etapa fueron:
la proteina que contiene el dominio Yhge/Pip de P.pentosaceus de 116-kDa
(Secuencia de referencia en NCBI: WP_023440859.1), la proteina integral de
membrana de Lactobacillus xiangfangensis de 119-kDa (Secuencia de referencia
en NCBI: KRO14677.1), la proteina hipotética de Lactobacillus sakei subsp sakei
DSM 20017 de 112-kDa (Secuencia de referencia en NCBI: KRK69378.1), la
proteina de membrana de Lactobacillus plantarum de 115-kDa (Secuencia de
referencia NCBI: AMO31008.1), la proteina que contiene el dominio Yhge/Pip de
Bacillus cereus de 92-kDa (Secuencia de referencia en NCBI: WP_002134848.1),
la proteina que contiene el dominio Yhge/Pip de L. monocytogenes de 77-kDa
(Secuencia de referencia en NCBI: WP_031646165.1), la proteina que contiene el
dominio Yhge/Pip de S. parasanguinis de 96-kDa (Secuencia de referencia en
NCBI: WP_049516091.1), la proteina que contiene el dominio Yhge/Pip de
Enterococcus italicus DSM 15952 de 98-kDa (Secuencia de referencia en NCBI:

EFU73312.1), la proteina que contiene el dominio DUF 3533 de Weisella cibaria
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de 122-kDa (Secuencia de referencia en NCBIl: WP_043711352.1) y la proteina
que contiene el dominio DUF 3533 de Melisococcus plutonius de 105-kDa
(Secuencia de referencia en NCBI: WP_048590112). El criterio para selecciéon de
las proteinas a comparar fue comparar las secuencias que eran multiplos de 100
hasta el 1000 obtenidas durante el alineamiento contra la base de datos NCBI

usando el algoritmo BLAST.

ViP_002829431.1 M- -VRKEWKF IRNNKLI LISVLAIIFIPFLYSIFFLKSVWDPYGDTKNLPVAVVNLDOPVK 59
VP~ 023440859, 1 1 M- -IRKEWKFIGKNKLILISVLAIIFIPFLYSVFFLKSVWDPYGDTKNLPVAVVNLDKPVE 59
KRD14677.1 M- - IRDEWKSIRHSKILWISVSVMILIPFLYSVFFLTSVWDPYGETKHLPVAVVNNDKPVN 59
78.1 M-- FKFTAKNK I“'I SLIAIMFIPFL VFFLKSW PYGSTGELPVAVVNNDOPAT 59
031008.1 =~ = 1 -----M-- VIRSTRHSKILWISVSYMILIPFLYSIFFLKSVWODPYGDTONLPVAVYNEDKSVN 59
ViP_002134848.1 FVP DLF 64
VP~ 031646165.1 - - 0
¥P~046516091. 1 M- -M-KEWKAILKKPTFI IVMIGVALIPALYNIIFLSSWIDPYGKVS_]-PVAVVN(DOSAT 58
EF073312.1 MFLIKKEFKKIWONKLLFVTVIVVSLIPILYASVFLKSIWDPYGNMNELPVAVVNLDOSVD 61
viP_043711352.1 - - -M- ~LKAEWAWLKOHKFYLLVIFVL FFVPSTYAVTFLSSLWDPYGAVKNLPVAVVNHDKSVK 59
vP_e48590112 @ 1 ----- M- - IKKEWKHISKNKLVIATLFIMMLIPALYSIIFLGSVWDPYGHLDRLPVAVVNQDKSAD 59

cons 1 66
viP_002829431.1 60 YOGORLA GDEMVDMJONHOLGVMFVSAI«AKE DKKYYTVVTIPKDFSANAATVTDKNPKKM 125
VP~ 023440859.1 60 YOGKKLAVGDEMVSNLKKNDOLGVKI NKAKEGMKDKKYYTVVTIPKNESANAA KNPKKM 125
KRO14677.1 60 YOGKRLAVGEOMVTNIKIN(OLGWRFVSA:KAKOGMKJ%SYYMVV‘ IPSNFSKHATTVISTNPOKM 125
378.1 60 YNGE TLSAGKDMVKELKKNDOLGWRFVSAKKAI KDKEYYTVVTLPKNFSANAATVLDKNPKKM 125
AMO31008. 1 60 YOGEKFAVGKOVVTM.KIO\INDLDWFVCM AKOGLKDRKYYTVVTIPSNFSKNA TNPKKM 125
gﬁ_gg%ézgggg% 65 FDGKPIEVGKGLVDNLKDNKSFKWEFVSEKEAKEGMEGRKYYMLV 38
yiP~045516091. 1 59 YNGOKMEIGKDMVS?\LKDNDSLDFHFVDEKAAKDGLKNGDYYMIV' L 24
EF073312.1 FOGKTLS GSEL VDONLKKNDDL GWHFVSKDAAKOGLKDRKYYMVVTIPKI 27
viP_043711352.1 60 KLAVGSDLKKOLEKSKAMDFSFPT DAAAKKGLKDGKYYTVITIPENFE 25
viP~048590112 60 FESKKVAVGDDLTKKLKDDGSLDFHFVSSEKAKKGLENGDYYMKVTIPENFSKNATTILKKHPKPM 125
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Figura 14. Alineamiento de secuencias homodlogas putativas a la proteina de 110-kDa de P.
acidilactici (WP_002829431.1) de Pediococcus pentosaceus (WP_023440859.1), Lactobacillus
xiangfangensis (KRO14677.1),Lactobacillus sakei subsp sakei DSM 20017 (KRK69378.1),
Lactobacillus plantarum (AMO31008.1), Bacillus cereus (WP_002134848.1), L. monocytogenes
(NCBI: WP_031646165.1), S. parasanguinis (WP_049516091.1), Enterococcus italicus DSM 15952
(EFU73312.1), Weisella cibaria de 122-kDa (WP_043711352.1) y Melisococcus plutonius
(WP_048590112).Las regiones rojas son las mas conservadas, las amarillas las medianamente
conservadas y las verdes son las poco conservadas. Panel A: Residuos 1 a 243
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Figura 15. Alineamiento de secuencias homodlogas putativas a la proteina de 110-kDa de P.
acidilactici (WP_002829431.1) de Pediococcus pentosaceus (WP_023440859.1), Lactobacillus
xiangfangensis (KRO14677.1),Lactobacillus sakei subsp sakei DSM 20017 (KRK69378.1),
Lactobacillus plantarum (AMO31008.1), Bacillus cereus (WP_002134848.1), L. monocytogenes
(NCBI: WP_031646165.1), S .parasanguinis (WP_049516091.1), Enterococcus italicus DSM 15952
(EFU73312.1), Weisella cibaria de 122-kDa (WP_043711352.1) y Melisococcus plutonius
(WP_048590112)..Panel B: Residuos 244 a 492.
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Figura 16. Alineamiento de secuencias homodlogas putativas a la proteina de 110-kDa de P.
acidilactici (WP_002829431.1) de Pediococcus pentosaceus (WP_023440859.1), Lactobacillus
xiangfangensis (KRO14677.1),Lactobacillus sakei subsp sakei DSM 20017 (KRK69378.1),
Lactobacillus plantarum (AMO31008.1), Bacillus cereus (WP_002134848.1), L. monocytogenes
(NCBI: WP_031646165.1), S. parasanguinis (WP_049516091.1), Enterococcus italicus DSM 15952
(EFU73312.1), Weisella cibaria de 122-kDa (WP_043711352.1) y Melisococcus plutonius
(WP_048590112).Panel C: Residuos 493 a 748.
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Figura 17. Alineamiento de secuencias homodlogas putativas a la proteina de 110-kDa de P.
acidilactici (WP_002829431.1) de Pediococcus pentosaceus (WP_023440859.1), Lactobacillus
xiangfangensis (KRO14677.1),Lactobacillus sakei subsp sakei DSM 20017 (KRK69378.1),
Lactobacillus plantarum (AMO31008.1), Bacillus cereus (WP_002134848.1), L .monocytogenes
(NCBI: WP_031646165.1), S. parasanguinis (WP_049516091.1), Enterococcus italicus DSM 15952
(EFU73312.1), Weisella cibaria de 122-kDa (WP_043711352.1) y Melisococcus plutonius
(WP_048590112)..Panel D: Residuos 749 a 1065.
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En esta etapa se evalu6 qué regiones de la proteina de 110-kDa y otras analogas
a ellas producidas por distintos Firmicutes (Pediococcus pentosaceus,
Lactobacillus xiangfangensis, Lactobacillus sakei, Lactobacillus plantarum, Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Streptococcus parasanguinis, Enterococcus
italicus, Weisella cibaria y Melisococcus plutonis) se encuentran altamente
conservadas. Como se muestra en las figuras 14-17, la region declarada como
analoga a un aceptor quimiotactico de metilos es la regidn mas variable en las
proteinas homdlogas a la de 110-kDa habiendo cambios notables en esta zona
incluso en la proteina de P. pentosaceus, microorganismo del mismo género que
P. acidilactici lo que supone un indicio de que la proteina de estudio no pertenece

a esta familia

PREDICCION ESTRUCTURAL DE LA PROTEINA.
A pesar del uso de parametros diversos y de ecuaciones donde les dan distinta

ponderancia a cada uno de ellos, los programas Jpred, Porter, SOPMA,
SCRATCH Protein 3 CLASS, SCRATCH Protein 8 CLASS, SPIDER 2, PSIPRED,
YASPIN generaron predicciones similares para mas del 90% de la proteina,
mientras que CFSSP y GOR realizaron predicciones similares entre ellos pero
diferentes a los demas, probablemente porque en el caso de los senalados
primeramente se utilizan valores experimentales medidos a partir de proteinas que
ya han sido cristalizadas y analizadas fisicoquimicamente, mientras que para
CFSSP y GOR se emplean resultados empiricos producidos a partir de las
primeras proteinas que fueron cristalizadas, la gran mayoria de estas de caracter
globular, y de la preferencia de los aminoacidos de dicho tipo de proteinas a
formar a-hélices u hojas-B, sin embargo, si se considera la fraccion de la cual es
extraida la proteina de interés es poco probable que se comporte como proteina

globular.

El predictor de estructuras secundarias de proteinas de membrana Jufo 9D
tampoco fue de utilidad pues pronosticé grandes secciones de espirales al azar y
de hojas-B en regiones sefialadas por el resto de los programas como a-hélices.

Su algoritmo se basa en la evaluacién de la probabilidad de encontrar a un
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aminoacido en el centro o en la superficie de la proteina o en contacto con la
membrana a partir de comparaciones de la secuencia de interés con otras
proteinas de membrana previamente cristalizadas. Cabe sefialar que de todas las
estructuras de proteinas cristalizadas y almacenadas en la base de datos PDB
(Protein Data Bank) menos del 1% corresponden a proteinas de membrana.
Probablemente con el paso del tiempo y con la alimentacién de dicha base de
datos con mas proteinas de este tipo este programa hara una prediccion mas

eficaz.

EVALUACION DE LA POSIBLE PRESENCIA DE PEPTIDOS SENAL
De los programas utilizados solamente uno pronosticé la presencia de un péptido

sefal en la proteina analizada y tras compararla contra secuencias tipicas de
bacterias Gram-negativas. Considerando los resultados de todos los predictores
se concluy6 la ausencia de péptido sefial en la proteina de 110-kDa de P.
acidilactici ATCC 8042

DETERMINACION DE MOTIVOS TRANSMEMBRANALES (ZIPPERS DE GLICINA, CINTURONES AROMATICOS,
HELICES REENTRANTES Y QUIEBRES DE PROLINA)

Una vez localizados los cruces transmembranales se buscaron dominios tipicos de
este tipo de estructuras que se sefialan a continuacion

Zippers de glicina: Con el fin de determinar un posible empaquetamiento entre

cruces transmembranales se busco la presencia de secuencias tipicas de zippers

de glicina (comunes también en algunos transportadores ABC)

Ninguno de ellos se encontré en las regiones transmembranales, lo que permitid
descartar un posible empaquetamiento entre las hélices de esta region y también

reducir la probabilidad de que la proteina de 110-kDa sea un transportador ABC.

Cinturones aromaticos: en los dominios transmembranales, la presencia de

aminoacidos con anillos aromaticos (triptéfanos y tirosinas, principalmente) en los
extremos es tipica y reciben el nombre de cinturones aromaticos pues delimitan
donde inicia y donde termina un cruce transmembranal. En la proteina analizada
en este proyecto se encontraron aminoacidos aromaticos en cuatro de los seis

cruces transmembranales, cuya ubicacion se indica a continuacion
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En todas las hélices transmembranales, con excepcion de la TM3 se encontrd
fenilalanina en los extremos, el cual también es un aminoacido aromatico y, por lo
tanto, podria formar parte de este tipo de estructuras. Los cinturones aromaticos
localizados en la proteina estudiada se encuentran altamente conservados, la
tirosina en la posicion 29 se encuentra en todas las proteinas homologas a la
proteina de 110-kDa sefialadas en las figuras 14-17 con excepcion de la de L.
monocytogenes. La tirosina en la posicion 884 estd en P. acidilactici,
P.pentosaceus, L. xiangfangensis, L. plantarum, B. cereus y E. italicus, mientras
que en el caso de L. monocytogenes y S. parasanguinis ha sido cambiada por un
aminoacido muy similar como es la prolina. La tirosina en la posiciéon 936 se
conserva en P. acidilactici, P. pentosaceus, L. sakei y E. italicus, y en otras
especies es cambiado por fenilalanina. Por ultimo el triptéfano en el sitio 1037 esta
presente en las proteinas homologas de P. acidilactici, P. pentosaceus, L.

xiangfangensis,L. sakei,L. plantarum, y S. parasanguinis.

Hélices reentrantes; se utilizd el programa MEMSAT3 & MEMSAT-SVM

(Membrane Helix Prediction) para predecir la presencia de hélices reentrantes, es

decir a-hélices que no atraviesan la membrana celular, los resultados fueron

negativos para todos los cruces transmembranales pronosticados.

Quiebres de prolina:

Todas las prolinas encontradas en cruces transmembranales se encuentran
altamente conservadas (Figuras 14 a 17) y son responsables de los quiebres en
los mismos. Durante el alineamiento también se observd que la region
transmembranal es altamente conservada mientras que la region globular es
variable. Por lo tanto, se propone que el sitio catalitico de la proteina de 110-kDa

esta en la regién transmembranal.

Considerando los quiebres de prolina y los cinturones aromaticos, la estructura de

la proteina de P. acidilactici es la siguiente (Figura 18):
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Figura 18 . Topologia de la proteina de 110-kDa de P acidilactici ATCC 8042
Random coil, () a-hélices, mmmphojas- , _ Cinturon aromético P quiebre de prolina

MODELADO DE LA PROTEINA DE MEMBRANA DE P. AcIDILACTICI ATCC 8042
Con el fin de determinar la estructura in silico de la proteina de 110-kDa de P.

acidilactici, de la cual no existen homodlogos cristalizados se utilizaron los
programas descritos en la seccion de Metodologia; sin embargo, ninguno de ellos
arrojo un modelo que cubriera a toda la proteina o que tuviera un porcentaje

aceptable de identidad (superior al 60%).

Los resultados del modelado por homologia y por enhebrado no aportan
informacion util acerca de la actividad litica o antimicrobiana de la proteina de 110-
kDa. Las proteinas con mayor similitud estructural en el modelado por homologia
son de organismos lejanos evolutivamente a Pediococcus sp., como T. maritima y
E. coli. Entre las proteinas que tienen homologia, la unica con efecto
antimicrobiano es la colicina la, la cual es una bacteriocina de E. coli, sin embargo,
el porcentaje de identidad es bajo (10%) y no cubre toda la secuencia de
aminoacidos. El problema mas grave en este tipo de analisis es la baja cantidad
de moldes de proteinas de membrana que se encuentran anotados en las bases
de datos y que no permiten hacer una prediccion certera de la funcionalidad e

identidad de la proteina de interés.

Los resultados obtenidos por modelado por enhebrado tampoco arrojan
estructuras similares entre si, probablemente, porque usan modelos matematicos

diferentes para la creacién de una estructura terciaria.
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En la literatura (Geller et al., 1993) describen una proteina de Lactococcus lactis
subsp. lactis C2 reportada como proteina putativa requerida para una infeccion por
fagos de 99-kDa muy similar estructuralmente a lo encontrado para la de 110-kDa
pues presenta 6 cruces transmembranales, uno al inicio, en los aminoacidos 23-44
y los otros cinco al final de la estructura 703-720, 744-768, 774-799, 800-816 y
857 a 881, un perfil de hidropaticidad (Figura 19) y topologia similar a la
estudiada por este grupo. Dicha proteina aun no ha sido purificada ni
caracterizada aunque, como ya se sefialé anteriormente, se sospecha de su
relacion con la formacion del pilus bacteriano (Oxaran et al., 2012; Castelain et
al.,2016).

Figura 19. Perfil de hidropaticidad de la proteina requerida para infecciéon por fagos YhgE de
Lactococcus lactis subsp. lactis C2
2. CLONACION DEL GEN QUE CODIFICA PARA LA EXPRESION DE LA PROTEINA DE 110-kDA

OBTENCION DE LA CONSTRUCCION TOPO 2.1-110
Una vez que se extrajo el ADN de P. acidilactici ATCC 8042 y que a partir de éste

se amplificé el gen que codifica para la proteina de 110-kDa, se obtuvo la
construccion TOPO 2.1-110 en E. coli DH5a siguiendo la metodologia descrita por
el proveedor del vector usado. Se llevé a cabo una digestién de la misma para
corroborar que se habia logrado la insercion del gen que codifica para la
produccion de la proteina de 110-kDa (banda de 3198 pb en la figura 20) y a

continuacion se muestran los resultados de dicha digestion.
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Figura 20. Gel de agarosa con la construccion TOPO 2.1-110 completa y digerida. Carril 1:
Marcador 1kb (Thermo-Fisher®). Carril 2: TOPO 2.1-110 sin digerir. Carril 3: TOPO 2.1-110
digerido con las enzimas de restriccién con Xho1 y Nco1

En la figura 20 se observa en el carril 2 el plasmido TOPO 2.1-110 sin digerir
extraido de E. coli DH5a, en dos bandas con diferentes tamafios, ya que
probablemente el plasmido se encontraba en la célula hospedera en dos grados
diferentes de super enrollamiento; para corroborar la correcta insercion del
plasmido ambas bandas se sometieron a una doble digestion usando las enzimas
Xhol y Ncol generandose 4 fragmentos, los cuales se habian predicho con el
programa Serial Cloner, el de mayor tamafno (3198 pb) corresponde al gen que
codifica para la proteina de 110-kDa, mientras que el resto corresponde a la
hidrdlisis del vector (Carril 3).

OBTENCION DE LA CONSTRUCCION PET198B-110 EN E. coLi DH5a..
El fragmento de 3198 pb obtenido durante la digestion del vector TOP0O2.1-110

que corresponde al gen que codifica para la produccién de la proteina de 110-kDa
se ligo al vector pET19 digerido previamente con las enzimas de restricciéon Xhol
y Ncol, purificado y desfosforilado. La ligacion con resultados positivos fue aquella
que se llevo a cabo a 22°C por tres horas con una relacion 3:1 (inserto: vector); el
producto de la misma se introdujo en células de E. coli DH5a quimiocompetentes

con una transformacion por choque térmico (Figura 21).
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Figura 21 Construccion pET19-110. Carril 1: Marcador 1kb (Thermo-Fisher®). Carril 2: pET19
digerido por Ncol y Xhol. Carril 3: gen que codifica para la proteina de 110-kDa digerido por Ncol y
Xhol. Carriles 4A y 4B: construcciéon pET19-110 sin digerir extraidos de las colonias positivas.
Carril 5A y 5B, construcciéon pET 19-110 digerida con Xhol y Ncol de las colonias positivas.

AMPLIFICACION DEL GEN DE INTERES POR PCR A PARTIR DEL PLASMIDO PET19-110 Y SECUENCIACION.
Para corroborar la correcta insercion del gen de interés y la ausencia de cambios
en el marco de lectura o de codones de paro en el plasmido pET19, se llevd a
cabo la amplificacion del mismo por PCR utilizando los cebadores indicados en la
Tabla 10 y los universales T7 (Figura 22), asi como los iniciadores intragénicos
sefalados en la Tabla 13 que amplifican las cuatro regiones del gen sefaladas en
la Figura 12 (Figura 23).
A 1 2 1 2 B

3000-3500
2500-3500 pb

pb

Figura 22. A) Producto de amplificacion con los cebadores especificos para la proteina de 110-
kDa. B) Producto de amplificacién con los cebadores T7. Carril 1: Marcador 1kb (Thermo-Fisher®).
Carril 2: Producto de la amplificaciéon T,;,=50°C

Figura 23 Productos de amplificacion de las regiones intragénicas obtenidos usando los juegos de
primers de la Figura 13 .Carril 1: Marcador 1kb (Thermo-Fisher®). Carril 2: Producto de ExNco-110
y R1-110, Carril 3: Producto de F2-110 y R2-110, Carril 4: Producto de F3-110 y R3-110 y Carril 5:
Producto de F4-110 y E110RXho
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GGEGAATTGTGAGCGEATAACAATTCCCC TCTAGRAATAATTTTETTTAACTTTARGAACGAGATAT A
rrcscArRGRETEEARR T TTAT TAGARATAR TARGTTART TTTARTCTCCETGOTGECARTTATITTCATIC
CTTTCCTATATASTATTTTC T TS TTGARR T GG TATGGEAT COATAT SEEFATACGARRRATTTACCRGTOGE
ToETIARCT TAGAT AR SO oS T TARGT AT ARG CO AR CACTTE OGS TOEETGAT RARAT G ST GRATARD
TTARRGCATARCCATCRGTTEEEAT GG TT TETAT O S C TARRR R G E O TRRRGRA R CGRATCARGEEATARRR
TR TACRCGETAGT TR AT CORRA G SR TTC ToAGC TRARC GO D GCARCEGT TACGEATARRRATCOOTAR
CRRGATECAGT TEARGT AT T O AR CCAA G TICETTGARC TATATTE S TARRGTTATCAGT GAC S TEEETALT
RGO TTAR T IO CGRR T IO AR R R C T TR GAR ST CTATG O TACEECAR TE T TTEACC ARG TTARGA
CTGCCEEARA R ST TTC ARG AR CC T TC T R AT GEABC T AR SRR CT TARCERA TG TEC GETTCARTIARATGR
CEETACCRRGA S T T AR GG ARG T T T O T AR TR AT EACGEAT IS CTACAATEGOCGTTTCAGTTARR
AT TECRRGC e T IEE I AR TT A AR TEE TT O TR COARTTSAC CRR TGS TTRAGAT AR T TEARDG
CRARR R CTEGGECATTETO T I AGCAGT T IO AR T TGS o AR TEET IO T GET ARG TARC CAC OEETEOESET
TECCTTEAGTAR AT TEAR EART TGO AR AR R R GA G EC TGO TOE TTACC FEAGTT TCACRACTARRD
RRCEETECTTTACAGT TEARGE T TARGET T CCRRTAC ST TARCGE TE T TTACCARC TTRARCGATEETATAL
RRGEARCTTARCGCARRRRCTGETCARTTA T T GEC GG AT RRGCART TG TCRRG T TECEGETEC TTTARG
TGCTEGEAGTTARGCARTATACAGACEGTETATCRECTGETECAGGC CARTTACRARGETGECGTAGCTARRTTA
GCOTARCGACACTAAGGATAT GO ARG TAGTAT CARTGC T TGO ACAR D GEART TGCAGACATTGOGARGRGCT
AR CRRTTAGCAGAT AR T EEC AR GATT T ARSI CT TGO CASETT GO TEAT CARGTARGTECRRA
CEATATTAGTAR G ARG GG T TT TGARG AR AR A TR ECTTOTAT IO AR RO AR TTAGTT SO TTERAT
R GERRCTGC TEEACAR R CAR R TR T AR TR G o ACARTCC AT CAR TRRTC AR TTTCAGRASAT TARGT
CTGARGTAGGAREC TG AR T TOAAGTAR R R CTACGAC ARG AN TAGC GETEE 0T TTC TOARSORACCAT
TR T T TARA A TG TG AR AT TR R E T E A ARG A TEC RGO TAR R COEARGACT GOC TTASCIEECETT
B TARCEETAG AR R TR G A T TAC T T F AR TG TACATAC AR A TARCRATTGCATCRAATTOARARGARGE
TTACTERCGTT o AR GET ARG T ARG ARG TTEARTCAT TTAGC TARC AR A CRAGCTEARATCARTARCCRRST
ERCETCETTAR AT T r T TSR GAA G T T O AR C L G e o FCAR AT AR T TRAC TEECARC AGT SRS CRCATE
AR ECACTTGGC A AR TTT oA R R A TTAC I TEO GG T I ACARGARETCRCAR S TARCTTACARECTCTIT
CATCTEET oA ARG E A TEET AR ST GErEAA T ITEOCGET TCAGCTICTEATITCAC TARCEEAST
TECTCRRTTAGACAGTEET G TARGRGO O TTECRRGTCARRCTAR ARG R TTOGRARCERCGTTARGRRGTTA
ETTASCEETTC I CARGRR TTEACC IO ARG TI e AR T SO TAGACAR SR RRCT T CARCTETIARRTCCARGE
TTGETCRGTTAGI TGO TEETAGC ARC AR A T ACT GO TS TACEEET SO T TTAGC TS TEEART TRARCCARTT
AR GCARCGETATTAGOE OO G AR TT A AR A T CAR S TTAGTAR GO ECGTTASC CTRACTT SO TRACEST
TARTCRRTTSECAGCCEET IO T IO TCAR ST TAC TEGOEEETTGARCACCTTEARTEETOARGTAC CRECGT
TRGTITCTEGC eI TGO RRC TTEAT AR T EET e T TR SRR TTEAR A TREL AT CCRARRC TCT TRACRGIRG
TR TEERRCGT TAR oA NG T TR O AT TEARTAC TECAGC TG TEARTTRAGACFCTARC TCAGETEIC
TTGTIRCACGI TR TARG AR R TTAG G A EE AR TGG O FARTTAT ARG TRRGTTASC TEACGETECARRRD
ARG TTARCAGC ST OO T TR R AR GRS GO TAR AT TT TGO SO ACCARC TARATTGRARRCACRCTAR
TTACAGTTACGIAC AR TR AT E I E T TR T AL CATACG TGO TITCRCTRARCACTITAC S TIGEAGIA
ATCETCTT AR T T TGO TTAC o AR T IO AR GET IO CSARCGOGETECTRACTCCARCTCART SETTCTTCA
ETAREETTTCCETTGETACGETAGTAGC Te TAGGRATGECETTGGT TEARACCAC AR TCATGAT FATTGC TGS
TATTCACGTAGATCACETTEETCARTTCTACA TEACCGOEATTATGAT  TOGTTAGCETCEATG TACATCGTE
ATETTCTTETC AT GECCTTOEAC AR AGEACGET T TETAGCGAT AT TCTCC TEAT GO TTCAAT TAGETG
GATCAGETGETACC TTOC O AR TEGAAGTARCTARC CAC TTC TACAAC STARTTCATCCGTTCTTECCATTGAL
TTACTCRRTCC TATCET ToC S TCAGGOAR TTACET C TG T TOGGT EAC G GTACC TTTEARCARECARTEGEL
EoETIECTCT TSI I TECRETEAT TR TT TS AT TEoTATECTTCAGTATCRATCART TECARRRSCRTCATT
TGEARACCARGTCGCARTTTAATGATAAC CAARRCCTTCAAGAAGTT :—;_;_AGA-EATCC G

AR GAR R SRR TEAST TEEC TR TE RO OGO TEAGCAR TR CTRGIATERACCCCTT

Ao

Figura 24. Resultados de la secuenciacion de los productos de amplificacion obtenidos con los
cebadores T7, los especificos para el gen que codifica para la expresién de la proteina de 110-kDa
y para las regiones intragénicas del mismo. Los codones de inicio y paro se indican enmarcados en
naranja y las flechas en azul son los sitios donde se realizé la digestién con las enzimas Ncol
(nucledtidos reconocidos por la enzima en rosa) y Xhol (nucleétidos reconocidos por la enzima en
verde). Los nucledtidos que difieren de la secuencia de P. acidilactici 7_4 estan subrayados en
rojo, los tripletes de nucleétidos que cambian pero codifican para un mismo aminoacido se sefialan

en azul y los que codifican para uno diferente en amarillo.
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Figura 25. Residuos variables en la secuencia de aminoacidos predicha a partir de la secuencia
del gen que codifica para la expresion proteina recombinante de P. acidilactici ATCC 8042
(sefialado como PEDB8042) respecto a la secuencia de P. acidilactici 7_4 (sefialado como
PED7_4).

A partir de los resultados obtenidos en esta etapa se corroboré que el gen que

codifica para la proteina de 110-kDa estuviera en un marco de lectura correcto. Al

comparar la secuencia de dicha proteina de P.acidilactici 7_4 (secuencia molde

utilizada para el disefio de los cebadores) con la obtenida de la traduccién de los

resultados de la secuenciacion del gen en P.acidilactici ATCC 8042 se observa

que el 99.5% de los aminoacidos se conservan en ambas secuencias y que

aquellos que cambian se encuentran en las regiones poco conservadas de la

proteina, cabe destacar que la variacién que existe entre las cepas se ha hecho

por aminoacidos estructuralmente similares como un &acido glutamico por un

aspartico en la posicion 629 o una lisina por una glutamina en las posiciones 632 y
680.
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3. EVALUACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE PRODUCCION DE LA PROTEINA
RECOMBINANTE DE 110-kDA

Para evaluar las condiciones Optimas de induccion de la proteina recombinante de
110-kDa, se probaron diferentes concentraciones de inductor y tiempos de
induccion manteniendo constantes la velocidad de agitacién (250 rpm) y la

temperatura de incubacién (37°C) (Tabla 18).

Tabla 18. Condiciones de induccién probadas

IPTG [mM] Tiempo de induccion (horas)
0.1 4 8 12 16
0.4 4 8 12 16
1.0 4 8 12 16

De cada una de las condiciones se extrajeron tres fracciones, sobrenadante y
citosol (ultrafiltrados con membrana de corte de 10 kDa) y restos celulares de
acuerdo a lo indicado en la seccion de Metodologia. De cada una de las
fracciones se cargd la misma cantidad de proteina (medido con la técnica de
Bradford (Bradford, 1976) en un zimograma de M. lysodeikticus. A continuacion

se muestran los resultados de cada condicion y fraccion.
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Figura 26. Zimograma de M. lysodeikticus de las fracciones obtenidas con 0.1 mM de IPTG con
diferentes condiciones de fermentacion. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2:
sobrenadante de 4 h de induccién. Carril 3: citosol de 4 h de induccion. Carril 4: restos celulares de
4 h de induccion. Carril 5: sobrenadante de 8 h de induccion. Carril 6: citosol de 8 h de induccion.
Carril 7: restos celulares 8 h de induccion. Carril 8: sobrenadante de 12 h de induccion. Carril 9:
citosol de 12 h de induccién. Carril 10: restos celulares de 12 h de inducciéon. Carril 11:
sobrenadante de 16 h de induccién. Carril 12: citosol de 16h de induccién. Carril 13, restos
celulares de 16 h de induccion.
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Figura 27. Zimograma de M. lysodeikticus de las fracciones obtenidas con 0.4 mM de IPTG con
diferentes condiciones de fermentacion. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2:
sobrenadante de 4 h de induccién. Carril 3: citosol de 4 h de induccién. Carril 4: restos celulares de
4 h de induccién. Carril 5: sobrenadante de 8 h de induccién. Carril 6: citosol de 8 h de induccioén.
Carril 7: restos celulares 8 h de induccién. Carril 8: sobrenadante de 12 h de induccién. Carril 9:
citosol de 12 h de induccién. Carril 10: restos celulares de 12 h de induccién. Carril 11:
sobrenadante de 16 h de induccién. Carril 12: citosol de 16h de induccion. Carril 13, restos
celulares de 16 h de induccion.

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13

I

Figura 28. Zimograma de M. lysodeikticus de las fracciones obtenidas con 1 mM de IPTG con
diferentes condiciones de fermentacion. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2:
sobrenadante de 4 h de induccion. Carril 3: citosol de 4 h de induccion. Carril 4: restos celulares de
4 h de induccion. Carril 5: sobrenadante de 8 h de induccion. Carril 6: citosol de 8 h de induccion.
Carril 7: restos celulares 8 h de inducciéon. Carril 8: sobrenadante de 12 h de induccion. Carril 9:
citosol de 12 h de induccion. Carril 10: restos celulares de 12 h de induccion. Carril 11:
sobrenadante de 16 h de induccién. Carril 12: citosol de 16h de induccién. Carril 13, restos
celulares de 16 h de induccion.

En los zimogramas de las Figuras 26, 27 y 28 se muestra que en todas las
condiciones de induccidon probadas en esta etapa, la unica fraccion celular donde
se observa actividad litica en zimograma contra M. lysodeikticus es la
correspondiente a los restos celulares (carriles 4, 7, 10 y 13 de los geles
presentados), resultado esperado pues el vector de expresion utilizado carece de
un péptido sefial que direccione la proteina recombinante al exterior de la célula y

permita recuperarla del sobrenadante.
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La degradacion de la proteina recombinante en dos o hasta tres bandas (para la
induccion de 12 horas con 0.4 mM de IPTG), una alrededor del peso esperado y la
otra, entre los 45-60 kDa se trata de un problema que se presenta comunmente en
la expresion de proteinas recombinantes de membrana ya sea por
autodegradacion debido a la baja estabilidad de las mismas al ser expresadas en
medio acuoso o por proteasas del hospedero, pues a pesar de que E. coli BL21
(DE3) se sefiala por parte del fabricante como deficiente en proteasas tiene mas

de 40 enzimas de este tipo en su genoma.

La presencia de la proteina con baja actividad y en los restos celulares fue un
indicativo de la existencia de cuerpos de inclusion, lo que posteriormente se
corroboré por Microscopia Electrénica de Transmision, como se describe mas

adelante.

ESPECTRO DE INHIBICION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE DE 110-KDA DE P. AciDiLACTICI ATCC 8042
EXPRESADA EN E. coLI BL21 (DE3)
Con el fin de determinar si el comportamiento litico observado en cada una de las

condiciones de induccion anteriormente sefialadas se repetia en pruebas de
difusion en agar, se realizaron ensayos de esta técnica contra S. aureus (Tabla
19) y M. lysodeikticus (Tabla 20). Sélo se muestran las cajas de Petri con los
resultados para las fracciones con 4 y 8 horas de induccion, que fueron las mas

representativas.
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Tabla 19. Actividad inhibitoria de los extractos crudos de la cepa E. coli BL21 pET19-110 vs S.

aureus de las pruebas de difusion en agar.

Sobrenadante (0.1 mM de IPTG) Citosol (0.1 mM de IPTG) Restos celulares (0.1 mM de IPTG)
Tiempo de Tiempo de mmjmg Tiempo de mmymg
induccidn (h) | mm/mg proteina induccidn (h) [ proteina induccidn (h) proteina
4 0=0 4 00 4 84.78+12.26
B 00 B 00 B 264.71+28.8
12 00 12 B2.05:14.5 12 08.66+1.35
16 00 16 00 16 00
Sobrenadante (0.4 mM de IPTG) Citosol (0.4 mM de IPTG) Restos celulares (0.4 mM de IPTG)
Tiempo de Tiempo de mmymg Tiempo de mm,mg
induccion (h) [ mm/mg proteina induccion (h) [ proteina induccion (h) proteina
4 00 4 00 4 109.17:0
] 00 8 00 8 00
12 00 12 00 12 00
16 00 16 400.45+64.3 16 00
Sobrenadante (1 mM de IPTG) Citosol (1 mM de IPTG) Restos celulares (1 mM de IPTG)
Tiempo de mm,/mg Tiempo de mim,mg
induccidn (h) [ proteina induccidn (h) proteina
4 040 4 56.32:3.1
B 00 a 198.25+0
12 00 12 00
16 00 16 00

Tabla 20. Actividad inhibitoria de los extractos crudos de la cepa E. coli BL21 pET19-110 vs M.

lysodeikticus de las pruebas de difusién en agar.

Sobrenadante (0.1 mM de IPTG) Citosol (0.1 mM de IPTG) Restos celulares (0.1 mM de IPTG)
Tiempo de Tiempo de mm/mg Tiempo de
induccién (h) | mm/mg proteina induccidn (h) proteina induccion (h) | mm/mg proteina
4 00 4 00 4 00
8 00 B8 00 8 00
12 00 12 00 12 00
16 00 16 00 16 0z0
Sobrenadante (0.4 mM de IPTG) Citosol (0.4 mM de IPTG) Restos celulares (0.4 mM de IPTG)
Tiempo de Tiempo de mmjmg Tiempo de
induccion (h) | mmfmg proteina induccidn (h) proteina induccion (h) | mm/mg proteina
4 00 4 00 4 [i]
8 00 B 00 B 94.,65%5.8
12 00 12 00 12 130.43£12.3
16 00 16 00 16 389.83z47.3
Sobrenadante (1 mM de IPTG) Citosol {1 mM de IPTG) Restos celulares (1 mM de IPTG)
Tiempo de mmfmg Tiempo de
induccidn (h) proteina induccian (h) | mm/mg proteina
4 00 4 00
E] 00 8 00
12 00 12 00
16 00 16 00
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8 horas de induccion
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Figura 29. Pruebas de difusién en agar para las fracciones obtenidas con 4 y 8 horas de induccion

con 0.1 mM de inductor. Caja izquierda, S. aureus y caja derecha, M. lysodeikticus

Los resultados mostrados en las Tablas 19 y 20, y en la figura 29, corroboran la
ausencia de actividad antimicrobiana en las fracciones extracelulares
(sobrenadante) contra los microorganismos evaluados. El citosol no presentd
actividad contra M. lysodeikticus y solo en dos condiciones contra S. aureus (12 h
y 0.1 mM de IPTG, y 16 h y 0.4 mM de IPTG), seis de nueve fracciones de restos
celulares tuvieron actividad contra S. aureus y tres contra M. lysodeikticus y
ninguna de las muestras tuvo actividad contra los dos microorganismos. La
explicacion de este efecto, posiblemente sea que se necesite una mayor cantidad
de proteina para la inhibicion de M. lysodeikticus en comparaciéon con S. aureus,
que exista un antimicrobiano generado por la cepa hospedera que logre inhibir a
alguno de los microrganismos evaluados o que alguno de los productos de
degradacion de la proteina recombinante tenga una mayor especificidad por la
pared celular bacteriana de las cepas probadas. La actividad antimicrobiana se
considerd para ambos microorganismos bacteriostatica, pues se observa poca
turbidez cerca del pozo, pero no ausencia completa del crecimiento (Jaramillo-
Giraldo et al., 2010)

Los resultados de la zimografia y difusion en agar fueron parecidos (los restos
celulares tuvieron mayor actividad) e indican que la proteina a pesar de estar

degradandose mantiene actividad antimicrobiana no sélo contra M. lysodeikticus
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sino también contra uno de los patégenos Gram-positivos mas importantes como

es S. aureus.

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE CUERPOS DE INCLUSION POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION
La presencia de cuerpos de inclusion en las células de E. coli BL21 (DE3) con el

vector de expresion para la produccion de la proteina recombinante de 110-kDa de
P. acidilactici ATCC 8042 se corrobor6 por Microscopia Electronica de
Transmision (realizada en la Unidad de Imagenologia del IFC, UNAM). Las células
se tiferon negativamente con acetato de uranilo y los agregados proteicos pueden
visualizarse en las regiones apicales de las células mas oscuros o electrodensos
(Figura 30).

Figura 30. Confirmacion de la existencia de cuerpos de inclusion en las células de E. coli BL21
(DE3) con la construccion pET19-110 (Unidad de Imagenologia del IFC, UNAM).

Debido a la hidrélisis de la proteina de 110-kDa durante su expresion a 37°C que
no fue posible remediar con la adicién de inhibidores de proteasas como
Complete™ y EDTA 10 mM durante la fermentacion y la disminucién de la D.O.
en las inducciones de 8, 12 y 16 h (datos no mostrados) que posiblemente se
deba a la muerte del microorganismo hospedero por la toxicidad de la proteina, se
decidié evaluar condiciones de induccién en frio, las cuales se refieren en la

literatura como una opcion para disminuir la hidrolisis de proteinas recombinantes
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y aumentar la cantidad de éstas correctamente plegadas aun cuando sean toxicas

para la cepa productora

EVALUACION DE CONDICIONES DE INDUCCION EN FRiO
Para la extraccion de cuerpos de inclusion la mayoria de los autores recomiendan

el uso de agentes caotropicos como la urea y el hidrocloruro de guanidinio
(Tsumoto et al.,2003; Palmer y Wingfield, 2004; Smith, 2011; Singh et al., 2015)
con el fin de obtener a la proteina recombinante soluble pero desnaturalizada; la
renaturalizacion de la misma se puede llevar a cabo en con alrededor de treinta
agentes entre los que se incluyen azucares, detergentes, aminoacidos y sales; sin
embargo, debido a la complejidad de recuperar un proteina activa (en la mayoria
de la enzimas recuperadas de cuerpos de inclusién solo se recupera un 8-10% de
la actividad especifica inicial) y que ademas en el caso de la de 110-kDa ya esta
sufriendo lisis desde su expresion se decidid optar por condiciones suaves de

induccion que mejoraran el plegamiento y la solubilidad de la misma in vivo.

Se evaluaron distintas condiciones de induccion en frio (4°C) con el fin de
incrementar la cantidad de proteina recombinante soluble y correctamente
plegada. Se mantuvieron constantes la velocidad de agitacion (250 rpm), la
cantidad de IPTG en el medio (0.1 mM), el tiempo de induccién (16 horas) y se
modificd la cantidad de glicerol adicionado al medio (0, 1 y 2%). Para evaluar si la
solubilidad y la cantidad de la proteina recombinante con actividad litica habia
incrementado en la fraccién intracelular (puesto que, como se indicé
anteriormente, el vector usado no tiene un péptido sefial que oriente a la proteina
al sobrenadante) se determiné la actividad la actividad litica de los mismos contra

M. lysodeikticus por zimograma. Los resultados se presentan en la figura 31
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Figura 31 Actividad litica en zimograma contra M. lysodeikticus y (B) perfil proteico de la proteina
recombinante de P. acidilactici ATCC 8042. Carril 1: Marcador de Peso Molecular. Carril 2: Citosol
de LB s/glicerol. Carril 3: Restos celulares de LB s/glicerol. Carril4: Citosol de LB+ 1% glicerol.
Carril 5 : Restos celulares de LB+1% glicerol. Carril 6: Citosol LB+ 2% de glicerol. Carril 7: Restos
celulares LB+2% glicerol. Carril 8: Citosol de E. coli BL21 en LB 2% glicerol. Carril 9: Restos
celulares de E. coli BL21 en LB 2% glicerol._Carril 10: Citosol de E. coli BL21 pET19 (vector vacio)
en LB 2% glicerol. Carril 11: Restos celulares de E. coli BL21 pET19 (vector vacio) en LB 2%
glicerol.

Como se observa en la figura 31, la induccion en frio por si sola y la adicion de
glicerol al 1% tienen bajo impacto en el aumento de la actividad de la proteina
recombinante y en la solubilizacion de la misma, En el zimograma contra M.
lysodeikticus es apenas perceptible actividad en las bandas provenientes de las
fracciones citosolicas y de los restos celulares. Esto se puede deber a que todavia
hay presencia de cuerpos de inclusion, en los que la proteina esta
mayoritariamente mal plegada y, por lo tanto, inactiva. Al enriquecer el medio de
inducciéon con 2% de glicerol, la solubilizacién de la proteina recombinante es
notable, aunque aun baja (carril 7), mientras que la actividad en los restos
celulares incrementa drasticamente, probablemente porque todavia hay cuerpos
de inclusién, pero la proteina logro plegarse correctamente dentro de los mismos

gracias a la ayuda del coadyuvante (glicerol) y se encuentra activa.

Para corroborar que la proteina con actividad litica en las inducciones en frio no
era nativa del hospedero se realizaron controles negativos para cada condicion,
también se evalud si era conveniente continuar el resto de los experimentos con

la proteina recombinante de la fraccion citosdlica o de los restos celulares de la
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induccion con glicerol al 2% midiendo la actividad de estas fracciones y de sus
controles negativos en difusion en agar contra 11 distintos microorganismos (Tabla
21y Figura 32).

Tabla 21. Espectro de inhibicion del citosol y los restos celulares de E. coli BL21 pET19-110 (en
los casos donde el hospedero tuvo actividad litica, ésta se restd).

Microorganismo Citosol E. coli BL21 pET19-110 Restos celulares E. coli BL21 pET19-
(mm de halo/mg proteina) 110 (mm de halo/mg proteina)
B. cereus 0.0 0.0
S. aureus 0.0 0.0
P. aeuroginosa 0.0 12.73
E. faecalis 0.0 0.0
L. monocytogenes 0.0 15.92
E. coli 0.0 85.98
M. lysodeikticus* 0.0 2.68
L. paracasei 0.0 82.74
P. acidilactici 0.0 0.0
S. pyogenes 0.0 12.73
S e o™

*Microorganismo sensible al extracto del hospedero
En todos los casos la actividad observada fue bacteriostatica

M. lysodeikticus L. paracasei
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Figura 32. Difusiébn en agar del extracto de restos celulares de E. coli BL21 (CD 21) (control
negativo) vs E. coli BL21 pET19-110 (CD110)

La fraccion citosolica obtenida mediante induccion en frio con glicerol al 2% de la
cepa E. coli BL21 pET19-110, a pesar de presentar actividad litica en zimograma

contra M. lysodeikticus carece de actividad antimicrobiana contra los
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microorganismos probados en la prueba de difusion en agar. Esto puede deberse
a que dicha técnica es menos sensible y se requiere una mayor cantidad del
agente antimicrobiano a probar para observar halos de inhibicion. Los restos
celulares de estas mismas condiciones de produccién no solo tuvieron actividad
contra M. lysodeikticus en zimograma, sino también en caja contra éste y otros
cinco microorganismos, tanto Gram-positivos como Gram-negativos, Por lo tanto,

a partir de esta fraccion se procedio a purificar la proteina de interés.

SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE DE 110-KDA DE P. AcIDILACTICI ATCC 8042
SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA CON DETERGENTES

Para solubilizar las proteinas de los cuerpos de inclusion se utilizé una purificaciéon
en condiciones suaves (en ausencia de Urea y de GdHCI, agentes
desnaturalizantes comunmente recomendados para la ruptura de estas
estructuras subcelulares) por lo que se probd solo la accién de los tres
detergentes mas comunmente usados para la purificacion de proteinas de
membrana y cuerpos de inclusién (Smith, 2011): Tritbn X-100 (detergente no-
ionico) al 0.02 y 1 %, desoxicolato de sodio (DOC) (detergente idnico) al 0.14 y 2
% y CHAPS (detergente zwitteridnico) al 0.429%. La solubilizacion se llevo a cabo

por una hora a 4°C y 150 rpm (Figura 33).
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Figura 33.Actividad litica en zimograma contra M. lysodeikticus de los restos celulares de la cepa
E. coli BL21 pET19-110 solubilizados con distintos detergentes. A)_Carril 1: marcador de peso
molecular. Carril 2: TRITON 0.02% (fraccion soluble). Carril 3: DOC 0.14% (fraccion soluble) Carril
4: TRITON 0.02% (fraccién insoluble). Carril 5: DOC 0.14%(fraccién insoluble) B) Carril 1:
marcador de peso molecular. Carril 2: DOC 2% (fraccion soluble). Carril 3: TRITON 1% (fraccion
soluble).Carril 4: CHAPS 0.429% (fraccion soluble). Carril 5: DOC 2% (fraccion insoluble). Carril 6:
TRITON 1% (fraccién insoluble) Carril 7: CHAPS 0.429% (fraccion insoluble).
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Como se pone de manifiesto en la figura 33 en todas las condiciones de
solubilizacion probadas, el uso de detergentes promueve la autolisis (en el panel
A, la actividad se ve muy por debajo de los 66-kDa), efecto anteriormente
reportado por Pitt-Rivers (1963) para la tiroglobulina en presencia de TRITON,
SDS y CTAB aun en concentraciones cercanas a la CMC (Concentracion Micelar
Critica) de los detergentes ensayados como lo son TRITON al 0.02%, desoxicolato
de sodio al 0.14% y CHAPS al 0.429%. A partir de estos resultados se utilizé una
solubilizacion con DOC 2% pues se observd una mayor recuperacion de la

proteina recombinante y una menor pérdida de peso molecular.

OPTIMIZACION DE LA SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA EN FRIO
Para incrementar la cantidad de proteina solubilizada se probaron distintos

tiempos de solubilizacién (1, 6 y 24 h), se realizaron geles de SDS-PAGE vy
zimogramas para evaluar la recuperacion y la degradacion de la misma, los

resultados que se presentan en la figura 34
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Figura 34. (A) Actividad litica en zimograma contra M. lysodeikticus y (B) perfil proteico de los
restos celulares de la cepa E.coli BL 21 pET19-110 solubilizados por distintos periodos de tiempo
con DOC 2%. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fracciéon soluble de 1h. Carril 3:
fraccion insoluble de 1h. Carril 4: fraccién soluble de 6 h. Carril 5: fraccion insoluble de 6h. Carril 6:
fraccion soluble de 24 h. Carril 7: fraccién insoluble de 24 h.

Un incremento en el tiempo de solubilizacion generd una mayor recuperacion de la
proteina recombinante de interés ya que con una hora de interés se recupera de
los restos celulares una vigésimo novena parte de la proteina inicial en la fraccion,
con 6 horas una veinteava parte y con 24 horas una séptima parte, por lo que se
decidio trabajar con esta condicion para incrementar la proteina recuperada.
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El control negativo (E. coli BL 21 con el vector pET19 vacio) de la solubilizacién a
24 horas se presenta a continuacion
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Figura 35.Actividad litica en zimograma contra M. lysodeikticus de los restos celulares de la cepa
E. coli BL21 pET19 (control negativo) y E. coli BL21 pET19-110 solubilizados con DOC 2% por 24
h. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: Fraccién soluble de los restos celulares de E. coli
BL21 pET19. Carril 3: Restos celulares de E. coli BL21 pET19.Carril 4: Fraccion insoluble de los
restos celulares de E. coli BL21 pET19._Carril 5: Fraccion soluble de los restos celulares de E. coli
BL21 pET19-110. Carril 6: Restos celulares de E. coli BL21 pET19-110.Carril 7: Fraccion insoluble
de los restos celulares de E. coli BL21 pET19-110.

EVALUACION DEL ESPECTRO ANTIMICROBIANO DE LA PROTEINA RECOMBINANTE DE 110-kDA DE P.
ACIDILACTICI ATCC 8042 soLuBILIZADA cCON DOC 2%.

Al igual que con la restos celulares sin solubilizar se evalué la actividad de la
proteina tratada con DOC al 2% por pruebas de difusién en agar contra 11
microorganismos para descartar la actividad antimicrobiana del detergente, de la
cepa hospedera o del vector usado, se hizo un control negativo con E. coli BL21
PET19 que se procesd de forma idéntica a la cepa productora de la proteina
recombinante. La tabla 22 y la figura 36 indican los resultados de las pruebas de
actividad antimicrobiana que en todos los casos, con excepcion de L.
monocytogenes, fue bacteriostatica.
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Tabla 22. Espectro de inhibicién de los restos celulares de E. coli BL21 pET19-110 solubilizados
con DOC 2% (en todos los casos se considera la resta del control negativo

B. cereus ND=DOC inhibe el crecimiento del microorganismo
S. aureus 176.41
P. aeuroginosa 3.85
E. faecalis 94.87
L. monocytogenes 138.46
E. coli 109.74
M. lysodeikticus 208.97
L. paracasei 34.62
P. acidilactici 63.85
S. pyogenes 150.77
S. enterica serovar Typhimurium 98.72
S. aureus P. aeuroginosa E. faecalis
19 110 19 110 5 i

19 110 19 110 19 110
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P. acidilactici S. typhimurium
19 110 19 110 19 110
)
S. pyogenes
19 110
1 o

Figura 36. Difusion en agar del extracto de restos celulares de E. coli BL21 pET19-110
solubilizados con DOC 2% 19.Restos celulares de E. coli BL21 pET19 110. Restos celulares de E.
coli BL21 pET19-110. En todos los casos el efecto fue bacteriostatico
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El detergente utilizado en la solubilizacion puede tener un efecto per se que se
consider¢ al restar el control negativo. A pesar de esto, se observa actividad litica
contra todas las cepas probadas, aunque en menor medida contra Pseudomonas
aeruginosa (a la cual la mezcla de enzimas nativas no logré inhibir) por lo que se

esperaria lo mismo si sélo tenemos presente la proteina de 110-kDa en el medio.

Bacterias Gram-positivas de importancia sanitaria como S. aureus, L.
monocytogenes y S. pyogenes, y las Gram-negativas E. coli y S. enterica serovar
Typhimurium se inhibieron, mientras que las BALs E. faecalis, L. paracasei y P.
acidilactici son poco afectadas, lo que resulta importante si se desea aplicar esta

proteina al control de microorganismos patégenos en fermentaciones.

Aun cuando es baja la cantidad de proteina recuperada en la solubilizacion (sélo
se recobra la séptima parte de la proteina inicial) y de la degradacién de la misma
durante este proceso, la fraccién generada contiene menos contaminantes y mas
proteina correctamente plegada que interfieran en la técnica de difusion en agar y

por eso fue posible observar un espectro de inhibicion mas amplio.

4. DETERMINACION DEL MECANISMO DE ACCION (ESPECIFICIDAD POR SUSTRATOS
ANALOGOS DEL PEPTIDOGLUCANO)

Para conocer si el mecanismo de accion de la proteina recombinante es analogo a
una PGH se evalué la actividad de la misma ya solubilizada con DOC al 2% para

las cuatro pruebas discriminativas para esta familia de enzimas. (Tabla 23)

Tabla 23. Especificidad de la proteina de 110-kDa por diversos enlaces de peptidoglucano.

Controles positivos Control negativo
@
s | 3 E.coli BL21 pET
Tipo de actividad <<('> 3 % he; ke _ .CO p
Z 3| B a £ E.coli BL21 pET19 19-110
2 E| E S S
O © <€ -g §
L
GIcNAc-amidasa + - - - - -
Amidasa - + - - - _
Endopeptidasa - - + - + +
Muramidasa - - - + + ;
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Como se muestra en los Tabla 23, en las pruebas para la deteccion de
glucosaminidasas y amidasas solo se exhibio actividad para los controles positivos
de cada una de éstas por lo que se descartd que la proteina de 110-kDa formara
parte de estas familias de enzimas; mientras que en el ensayo para
endopeptidasas, la cepa usada como control negativo E. coli BL21 pET19
(1.21£0.17 Uabs 507 nm/mg proteina para Leu-Gly-Gly y 0.57+0.07 Uabs 507
nm/mg proteina para Gly-Gly-Gly-GLy-Gly) presento mas actividad que la que
contiene el gen para la expresion de proteinas de interés(0.8+0.1 Uabs 507 nm/mg
proteina para Leu-Gly-Gly y 0.1+£0.03 Uabs 507 nm/mg proteina para Gly-Gly-Gly-
GLy-Gly), esto se debe a que a pesar de que dicha cepa esta indicada como
carente de proteasas (Manual pET System), en la base de datos del NCBI hay
anotadas al menos 40 peptidasas y proteasas necesarias para los multiples
procesos celulares de este microorganismo que pudiesen llevar a cabo la hidrolisis

de los sustratos utilizados en esta etapa.

En el caso de las pruebas para la deteccion de muramidasas, entre los controles
positivos, solo la lisozima (control positivo) presentd actividad (37.5+4.2 nmol
acido muramico/mg proteina*min), sin embargo, las cepas E. coli BL21 pET19 y E.
coli BL21 pET19-110 (106£12 y 106£14 nmol acido muramico/mg proteina*min)
también dieron sefial, aunque en el caso de la cepa que expresa la proteina
analizada en esta investigacion su valor es 2.5 veces mas alto. La actividad
mostrada en E. coli BL21 pET19 posiblemente sea debida a las dos enzimas
nativas de este organismo con actividad de muramidasa reportadas en la base de
datos del NCBI.

A pesar de que la proteina no tiene los dos dominios tipicos de lisozimas
COG3926 y COG5526 (Pei y Grishin, 2005) no se descarta que sea una
muramidasa putativa, ya que aun no se han hecho muchas investigaciones de

enzimas de este grupo en bacterias.
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5. PURIFICACION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA PROTEINA DE 110-kDA

RECOMBINANTE.

PURIFICACION DE LA PROTEINA DE 110-KDA RECOMBINANTE.
La proteina recombinante de 110-kDa, se purific6 mediante cromatografia de

exclusién molecular utilizando una Columna Superdex 200, en total se realizaron
ocho corridas, cada una de las cuales estaba formada por 80 fracciones de 5 mL
cada una, la cantidad de proteina en cada fraccion se monitoreé midiendo su
absorbancia a 280 nm. Los resultados de este parametro para cada una de las

muestras se exhiben a continuacion (Grafico 1).

«— Corrida 1
Corrida 2
-— Corrida 3

Corrida 5
—=— Corrida 6
«— Corrida 7
Corrida 8

Absorbancia a 280 nm

Fraccion

Grafico 1. Proteina presente (Agg) en las diferentes fracciones obtenidas durante la purificaciéon de
la proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 recombinante. Se muestran los resultados de

ocho corridas.

Las ocho corridas obtenidas durante la purificacion de la proteina de interés tienen
comportamientos similares, a pesar de tener diferentes concentraciones de
proteina total. Se observan tres picos en todas: uno alrededor de la fraccién 25 a
30, otro desde la fraccion 50 a la 60 y otro entre 65 a 75. Para determinar en qué
region de estos graficos se presentaba la mayor actividad de muramidasa se
realizd la evaluacién de la misma en distintas muestras de la corrida 1 y 2, dado
que eran las que mostraban una mayor cantidad de proteina y, por lo tanto, se
esperaba que generaran una sefal mas potente en el ensayo enzimatico (Grafico
2).
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Grafico 2. Actividad especifica de muramidasa y absorbancia a 280 nm de las fracciones
obtenidas durante la purificacion de la proteina de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
recombinante.

Los resultados del grafico anterior indican tres zonas con alta actividad
muramidasa: una entre las fracciones 42 a 45, otra entre las 52 a 60 y una ultima
entre 65 a 75. Probablemente la proteina recombinante aparece en estas tres
zonas ya que se degrada antes, durante y después de su purificacién, como se
mostrara mas adelante. Cabe sefialar que en el caso de las fracciones 42 a 45,
que contienen a proteinas cercanas al peso esperado, la actividad se perdio
totalmente después de dos semanas de almacenamiento, lo que imposibilitd su
caracterizacion. Para los otros dos conjuntos de fracciones sefialadas la actividad

enzimatica se mantuvo después de cuatro meses de almacenamiento

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR TEORICO DE LAS FRACCIONES PURIFICADAS CON ACTIVIDAD DE
MURAMIDASA
A partir de seis proteinas con pesos moleculares conocidos: ferritina (440 kDa),

inmunoglobulina G (160 kDa), albumina (66 kDa), quimiotripsinégeno A (25 kDa) y
ribonucleasa (13 kDa) se inyectaron en la columna de cromatografia de exclusion

molecular en las mismas condiciones en que se procesd la muestra, se
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determind el peso molecular calculando el coeficiente de distribucion, también

conocido como Kav

El peso molecular tedrico de cada corrida y fraccidn analizada se resume a

continuacioén

Tabla 23. Peso molecular tedrico de las regiones de las corridas de purificaciéon con actividad de

muramidasa

Corrida 1

Corrida 2

42-45 2.02 105 1.88 77.3
52-60 1.22 16.7 1.29 19.5
65-75 0.29 1.97 0.29 1.97

Las fracciones 42-45 poseen probablemente a la proteina recombinante de 110-

kDa en su forma integra, sin embargo, como ya se sefialé anteriormente, ésta es

inestable desde el inicio de su extraccion y purificacién lo que ocasiono que la

actividad se perdiera después de un corto periodo de tiempo de almacenamiento e

imposibilitando la caracterizacion. En los otros dos picos de actividad la proteina

practicamente esta degradada pero aun mantiene su actividad de muramidasa.

Este resultado es un indicio de que la mayoria de la proteina tiene funciones no

cataliticas que permiten la hidrdlisis de la misma sin perder la actividad enzimatica.

Para corroborar que el peso molecular tedrico correspondiera al experimental se

realizaron SDS-PAGE y zimogramas de M. lysodeikticus que se muestran a

continuacion (Figura 36).
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durante la purificacion de la proteina de 110-kDa recombinante. Carril 1: marcador de peso
molecular. Carril 2: Fraccion 59 de la Corrida 1. Carril 3: Fraccion 56 de la Corrida 1. Carril 4:
Fraccion 65 de la Corrida 1. Carril 5: Fraccién 56 de la Corrida 2. Carril 6: Fracciéon 58 de la Corrida
2. Carril 7: Fraccion 59 de la Corrida 2. Carril 8: Fraccion 68 de la Corrida 2.

En la Figura 36 se pueden diferenciar en el gel de SDS-PAGE la presencia de
dos bandas en las fracciones purificadas pertenecientes al conjunto de fracciones
entre 52-60 de la corrida 1 y de la corrida 2, de 10 y 12 kDa, mientras que en el
caso de las fracciones entre 65-75, sb6lo se tiene la banda de 12 kDa, los
resultados corroboran el peso molecular esperado para las proteinas entre los
tubos 52-60, sin embargo, en el caso de los tubos entre 65-75, se esperaban un
péptido de 1 a 2 kDa; las variaciones en los calculos de peso molecular teorico y
experimental pueden deberse a la presencia de desoxicolato de sodio (detergente
cationico) en la fase moévil durante la purificacion que puede incrementar la
solubilizacion de la proteina segun las indicaciones del fabricante (General
Electric,2016)

En el caso del zimograma, solo se aprecia una sola banda alrededor de 14 kDa
que puede ser la misma que aparece en los SDS-PAGE a 12 kDa, pues esta
presente en todos los carriles. Es probable que si la proteina se degrada hasta 10

kDa la actividad litica se pierda y la enzima deja de ser funcional.

Como se observa en la figura 36, la muestra perteneciente a las fracciones entre
65-75 exhibe una sola banda en el SDS-PAGE y en el zimograma de M.
lysodeikticus, por lo que se decidié trabajar con este conjunto para la

caracterizacién de la proteina recombinante de 110-kDa.
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA ENZIMA RECOMBINANTE DE 110-KDA DE P. AciDiLAcTICI ATCC
8042
Con los restos de la proteina de 110-kDa obtenidos de la purificacion que dieron

como resultado un fragmento de 12-kDa aproximadamente se realizé la
caracterizacion en funcién del pH, la temperatura; la presencia de iones, EDTA y
PMSF utilizando la técnica descrita para la determinacion de la actividad de

muramidasas, los resultados para cada parametro se describen a continuacion

INFLUENCIA DEL PH DEL MEDIO EN LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA
En el Grafico 3 se muestra que la enzima es activa entre un pH>5 y un pH<9.

Considerando que dicha enzima proviene de una BAL que generalmente crece y
se desarrolla en estas condiciones, y no de un microorganismo extremdfilo, el
comportamiento parece corresponder con lo esperado. Al comparar el pH 6ptimo
de la enzima (pH=6) con lo reportado en la base de datos BRENDA
(Braunschweig Enzyme Database) para otras muramidasas. Se observa que la
mayoria de las analizadas independientemente de su origen son mas activas en
condiciones cercanas a la neutralidad. Esto puede deberse a que se han
encontrado aminoacidos altamente sensibles a los cambios de pH, como el acido
glutamico (Li et al., 2012) o histidina (Toshima et al., 2003) cerca o en el sitio
catalitico de esta enzima, los que, al sufrir protonacion o desprotonacion a los

distintos pHs probados, provocan que la enzima pierda actividad.
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Gréafico 3. Determinacion del pH o6ptimo del fragmento con actividad de muramidasa obtenido
durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 recombinante. (El
100% es valor de la condicidon que generd los mejores resultados)
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ESTABILIDAD A PH DE LA ENZIMA
En esta etapa se probd el efecto de distintos pHs en la enzima después de

someter a la misma a una hora en cada uno de estos tratamientos, en el Grafico
10 se hace patente que el efecto de la incubacién en todos los casos fue
reversible y la enzima presentd actividad después de transcurrida esta operacion
teniendo en el caso de las condiciones extremas, pH 4 y 10, un 25.6% y un
21.54% de actividad relativa que concuerda con el comportamiento exhibido en el
anterior apartado.
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Grafico 4. Determinacion de la estabilidad a pH del fragmento con actividad de muramidasa
obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
recombinante. (El 100% es valor de la condicion que generd los mejores resultados).

INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DEL MEDIO EN LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA

Como se habia observado en el resto de la investigacion, la enzima de 110-kDa se
degrada facilmente aun cuando durante toda su extraccion se mantiene la cadena
de frio; al final de la extraccion con detergentes ya se encuentra presente la
degradacion de la misma en al menos tres bandas, al aumentar la temperatura la
enzima incrementa su velocidad de degradacion, efecto que ya se habia visto
experimentalmente en zimograma al almacenar la enzima en diferentes
condiciones (datos no mostrados). La temperatura de mayor actividad
determinada en esta etapa fue 37°C, valor que era de esperarse si se considera
que el microorganismo productor de la enzima nativa es un mesdfilo, ademas de

que existen pocos reportes de enzimas muramidasas con alta resistencia térmica
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estando en la mayoria de los casos la temperatura 6ptima entre 25°C y 60°C (sélo
la enzima de Ruditapes philippinarum tienen una temperatura 6ptima de 75°Cy la

Gallus gallus de 65°C).

120 -
100 -
80 - % T
60 —
40 -

. |

0 10 20 30 40 50 60 70

% Actividad relativa

Temperatura (°C)

Grafico 5. Determinacion de Ila temperatura 6ptima del fragmento con actividad de muramidasa
obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
recombinante (EI 100% es valor de la condicién que generd los mejores resultados).

ESTABILIDAD A TEMPERATURA DE LA ENZIMA

Los resultados indicaron que la enzima de 110-kDa es sumamente afectada por la
temperatura de almacenamiento ya que al incrementar la temperatura a 65°C por
tan soélo una hora, la actividad disminuye al 23% siendo la mejor condicion de

almacenamiento de las probadas la de refrigeracion (4°C).

En el grafico 4 se muestra que la temperatura 6ptima es 37°C, aunque no se
descarta la aplicacion de esta enzima en productos refrigerados pues si bien en
estas condiciones la enzima tendria una actividad baja seria mas estable y se
podria evitar la proliferacién de psicroéfilos con actividad patogénica o involucrados

en la descomposicion del producto.
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Grafico 6. Determinacion de la estabilidad térmica del fragmento con actividad de muramidasa
obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
recombinante. (El 100% es valor de la condicién que generd los mejores resultados)

EFECTO DE IONES METALICOS EN LA ENZIMA

Para determinar si la enzima requeria de algun ion metalico como cofactor para
llevar a cabo su actividad litica se llevd a cabo esta etapa que consistido en un
primer tratamiento con EDTA 100 mM para eliminar los iones presentes en el
medio que pudieran estar incrementando o disminuyendo la actividad de la
enzima. Posteriormente cada uno de los iones probados se afiadid a

concentraciones finales de 1y 10 mM.

Durante la caracterizacion, el ion Na* mostré no tener efecto significativo en la
actividad de la enzima a una concentracion 1 mM, sin embargo, a 10 mM la
actividad de la misma se ve reducida hasta un 14.52%. Este efecto ya ha sido
observado en enzimas de esta familia incluso de organismos de ambientes
marinos donde la concentracion de este ion seria superior, como es el caso de la
muramidasa de Ruditapes philippinarum la cual se inactiva proporcionalmente al
aumentar la concentracion de Na® de 0 a 70 mM (Kim et al., 2012) y la de
Crassostrea virginica que a una concentracion superior a 100 mM reduce

drasticamente su actividad (Xue et al., 2004), mismo comportamiento reportado a
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esta concentracion para lisozimas de Meretrix lusoria y de huevo de gallina
(Kuwano et al., 2013).

En el caso de las lisozimas bacterianas el efecto del Na* es mas marcado adn a
bajas concentraciones como se observa en las dos lisozimas de P. aeruginosa
que con una concentracion de 1 mM de NaCl se logra inhibir la actividad de una
de ellas en 50% y la otra en un 76% (Wang y Chang, 1996) y en la lisozima del
fago P22 de S. enterica serovar Typhimurium que reduce su actividad con NaCl a
17 mM a 77% y con 100 mM a 10% (Koteswara y Burma, 1971).

El K parece incrementar la actividad de la enzima analizada al aumentar su
concentracion en el medio pasando de 39.63% cuando esta a una concentracion
de 1 mM a un 56.54% cuando estda 10 mM. Hasta el momento existen pocos
informes del efecto de este ion en el comportamiento de las muramidasas, éstos
indican existe un bajo efecto inhibitorio a bajas concentraciones. En el fago P22 de
S. enterica serovar Typhimurium reduce su actividad a 17 mM a un 93%
(Koteswara y Burma, 1971) y en el caso de R. philippinarum la actividad se
mantiene sin cambios cuando éste se encuentra entre 10 y 50 mM (Kim et al.,
2012) por lo que es probable que un incremento de [K*] en el medio recupere el

100% de la actividad relativa

El Mg®* y Zn* resultaron ser inhibidores de la enzima caracterizada aun a una
concentracion de 1 mM, este efecto ya fue reportado para varias muramidasas de
diversos origenes como es el caso de la enzima de esta familia del fago P22 de S.
enterica serovar Typhimurium que se inhibe totalmente con 10 mM de
Mg?*(Koteswara y Burma, 1971) y en el caso de las lisozimas de P. aeruginosa
cuya actividad se ve reducida a un 65% y 13% con Mg®* y a un 81 y 30% con
Zn?**(Wang y Chang, 1996). Lisozimas de origen no bacteriano también se ven
afectadas por estos iones divalentes un ejemplo es el caso Ruditapes
philippinarum, totalmente inhibida con 2 mM de Zn?* y con una reduccién de su
actividad al 80% con Mg®* 20 mM y de Triticum aestivum (Audy et al., 1988)

inhibida completamente con 1mM de Zn?*.

89



La activacion por Ca®" a bajas concentracién que se hizo manifiesta en este
experimento ya ha sido indicada anteriormente para muramidasas de S. aureus
(Hawiger, 1977) y Salmo salar (Myrnes et al., 2013), en este ultimo con una
activacion del 180% a 10 mM en la enzima nativa y de un 280% en la enzima
recombinante a 5 mM, el efecto activador de este ion probablemente se deba a
que posee sitios de union a Ca®* como se ha reportado en lisozimas de mamiferos
(Kuroki y Yutane, 1998; Koshiba et al., 1990; Permyakov et al., 2010)
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Grafico 7. Determinacion del efecto de los iones metalicos en el fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
recombinante. (El 100% es valor de la condicidn control)

EFECTO DEL EDTA Y DEL PMSF EN LA ENZIMA

El efecto del EDTA y del PMSF (un inhibidor de serin proteasas y de otras
enzimas con este aminoacido en su sitio catalitico) también se evaluo, como se
muestra en el grafico 14, observandose que el EDTA a 10 mM disminuye la
actividad de la enzima en un 30%, posiblemente por el secuestro de un ién
necesario para la actividad de la enzima como los arriba analizados, en el caso del
PMSF, aun no hay investigaciones publicadas de este grupo de enzimas
caracterizadas en presencia de esta sustancia pero tampoco de muramidasas con

serina en su sitio catalitico, sin embargo, el efecto activador de esta sustancia no
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se descarta, pues ya ha sido observado en xilanasas (Turkiewicz et al,2000), B-
glucosidasas (Wolosowska et al.,2000), nitrilasas (Ma et al.,2014) y lipasas
(Uttatree et al.,2010)
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Grafico 8. Determinacion del efecto del EDTA y PMSF en el fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacién de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
recombinante (El 100% es valor de la condicidon que Control)

6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL FRAGMENTO CON ACTIVIDAD DE
MURAMIDASA OBTENIDO DURANTE LA PURIFICACION DE LA ENZIMA DE 110-kDA DE P.
ACIDILACTICI ATCC 8042 Y DE LA MEZCLA DE ESTA CON LA PROTEINA DE 99-kDA DE P.
ACIDILACTICI ATCC 8042

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR DIFUSION EN AGAR

La actividad antimicrobiana medida mediante ensayos de difusion en agar del
fragmento con actividad de muramidasa obtenido durante la purificacion de la
enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 recombinante y la proteina de
99-kDa recombinante del mismo microorganismo por separado y mezcladas en
cantidades iguales fue la siguiente (Tabla 24).
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Tabla 24. Resultados de la prueba de difusién en agar del fragmento con actividad de muramidasa
obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
recombinante y de la proteina de 99-kDa recombinante de P. acidilactici ATCC 8042 contra 12
microorganismos por separado y mezcladas en una relaciéon masa:masa (1:1)

Actividad Actividad Actividad
antimicrobiana de la | antimicrobiana de antimicrobiana de
Microorganismo proteina de 110-kDa la proteina de 99- la proteina de 99 y
purificada (mm/mg kDa purificada 110-kDa purificadas
proteina) (mm/mg proteina) (mm/mg proteina)
B. cereus 1034.6+145.6 0.0£0.0 0.0+0.0
E .faecalis 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
E. faecium 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0
L. paracasei 175.0£17.6 0.0£0.0 0.0+0.0
L. monocytogenes 132.4149.4 0.0£0.0 0.0+0.0
M. lysodeikticus 652.6+118.3 0.0+0.0 0.0+0.0
P. acidilactici 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0
S. aureus 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0+0.0
S. pyogenes 0.0£0.0 91.7£39.5 0.0£0.0
E. coli 0.0+0.0 0.0£0.0 200+28.3
P. aeruginosa 261.5£94.0 0.0£0.0 0.0+0.0
S. enterica serovar 0.0£0.0 0.00.0 0.00.0
Typhimurium

La enzima de 110-kDa presentod actividad antimicrobiana contra cinco de los doce
microorganismos evaluados, sin embargo, al ser una técnica con baja sensibilidad
y que es afectada por factores intrinsecos y extrinsecos al experimento como son
la diferentes velocidades de crecimiento de los microorganismos (que genera que
la densidad microbiana cubra en algunas ocasiones el halo de inhibicion), la
dificultad de determinar el tamano del halo ya sea por su irregularidad o baja
perceptibilidad y el hecho de que por este método no es posible conocer si el
antimicrobiano es un bacteriostatico o un bacteriolitico con certeza (siendo B.
cereus el unico con un halo de inhibicion totalmente traslucido y el cual puede ser
inhibido bacterioliticamente) se decidi® medir la actividad utilizando el método
turbimétrico con el fin de corroborar los resultados.

Al colocar las dos enzimas recombinantes en el medio, la actividad disminuyo
posiblemente porque la enzima de 99-kDa es una glucosaminidasa y la de 110-

kDa una muramidasa, es decir, ambas son capaz de hidrolizar el mismo enlace en



el peptidoglucano y puede existir competencia por la unién a dicho sustrato, otra
posible razén explicacion de la diferencia en los resultados entre proteinas nativas
y recombinantes es que se desconoce la proporcion en que las proteinas se estan
expresando en P. acidilactici ATCC 8042 y en esta etapa unicamente se utilizaron
en una relacion masa:masa de 1:1, sin embargo, en investigaciones futuras no se
descarta probar en otras proporciones

Por otro lado, es destacable, como se ilustra en la Tabla 24, que se logré la
inhibicion de uno de los patégenos Gram-negativos mas importantes, E. coli,
cuando ambas enzimas estan presentes en el medio. Los resultados de este
experimento también fueron evaluados por turbidimetria, como se exhibe a
continuacion.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR ENSAYO TURBIDIMETRICO

~M- B.cereus+buffer Tris HCI pH 8 100 mM
W - B.cereus+ampicilina

B - B.cereus+proteina de 110-kDa

B - B.cereus+proteinas de 99 y 110-kDa
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Grafico 9 Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de B. cereus determinado por
densidad 6ptica.
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—l— E.faecalis+buffer Tris HCI pH 8 100 mM
@ E faecalis+ampicilina
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Grafico 10. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de E. faecalis determinado
por densidad 6ptica.
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Grafico 11. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de E. faecium determinado
por densidad optica.
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Gréafico 12. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de L. paracasei determinado

por densidad 6ptica.
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Grafico 13 Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacidon de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de L. monocytogenes

determinado por densidad optica.
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—m— M.lysodeikticus+buffer Tris-HCI pH 8 100 mM
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Grafico 14. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042

asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de M. lysodeikticus
determinado por densidad éptica.
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Gréfico 15. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC

8042 asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de P.acidilactici
determinado por densidad 6ptica.
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Grafico 16. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de S. aureus determinado por

densidad 6ptica.
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Gréfico 17. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de

muramidasa obtenido durante la purificacién de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC
8042 asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de S. pyogenes

determinado por densidad Optica.
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—i— E.coli+buffer tris HCI pH 8 100 mM
—@— E.coli+ampicilina
—&— E.coli+proteina de 110-kDa
W E.coli+proteinas de 99 y 110-kDa
4@ E.coli+proteina de 99-kDa

D.0.600 nm

T

v T v T v T v T 1
200 300 400 500 600

Tiempo (minutos)

T
0 100

Grafico 18. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de E. coli determinado por

densidad optica.

—i— P.aeruginosa+buffer tris-HCI pH 8 100 mM
@ P.aeruginosa+ampicilina

—A— P.aeruginosa+proteina de 110-kDa

—%— P.aeruginosa+proteinas de 99y 110-kDa
49— P.aeruginosa+proteina de 99-kDa

1.0 4 ? =
Y
0.8
2
c
8 06
©
o,
(m)

0.4

02 T
s

T T

T T T T
0 100 200 300 400 500

Tiempo (minutos)

Grafico 19. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de P. aeruginosa determinado

por densidad 6ptica
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Grafico 20. Efecto de la proteina recombinante de 99-kDa y del fragmento con actividad de
muramidasa obtenido durante la purificacion de la enzima de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042

asi como de la mezcla de la mismas sobre el crecimiento microbiano de S. enterica serovar
Typhimurium determinado por densidad 6ptica

Los resultados arriba mostrados (Graficos 9-20) sefialan que la proteina de 110-
kDa por si sola posee actividad antimicrobiana (bacteriostatica) contra diez de los
doce microorganismos analizados, siendo E. coli y P. acidilactici las dos especies
no afectadas, en el caso de la primera bacteria, la resistencia a éste
antimicrobiano probablemente se deba a la presencia de acido 1,6-anhidro
muramico en su peptidoglucano (Vollmer, 2008), que evite la formacion del
complejo enzima-sustrato.. En el caso de P. acidilactici la muramidasa
recombinante tal vez no logre la lisis pues se necesita una mayor concentracion
minima inhibitoria o el resto de la enzima que se hidrolizo durante el proceso de
purificacion para llevar a cabo la actividad inhibitoria. Es importante destacar que
para S. enterica serovar Typhimurium y E. faecium la muramidasa de 110-kDa es
una opcion al uso de antibidticos pues mostré el mismo efecto inhibitorio en el
primer caso y mejores en el segundo que el antibidtico usado como control

positivo.
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La actividad sinérgica de las proteinas de 99 y 110-kDa se observd para tres
patdogenos importantes como B. cereus, E. coli y L. monocytogenes. Las dos
primeras especies con estructuras de peptidoglucano similares con acido 1,6-
anhidro muramico (Vollmer, 2008) y la otra con O-acetilaciones y N-
deacetilaciones (Boneca et al., 2007) que parecen no haber afectado el efecto
antimicrobiano de la mezcla de enzimas, el cual podria ser mas eficiente si se
prueba en futuras investigaciones el efecto de diferentes proporciones de las

PGHs recombinantes

En el caso E. faecalis, E. faecium, L. paracasei, M. lysodeikticus, S. aureus, S.
pyogenes, P. aeruginosa y S. enterica serovar Typhimurium el efecto del producto
de degradacion de la proteina de 110-kDa fue parecido. Quizas esto se debe a
que existe similitud entre estos peptidoglucanos, ya que su principal diferencia
radica en la cadena interpeptidica del mismo que no es sustrato de la enzima
(Schleiffer y Kandler; 1972; Billot-Klein et al.,1996; Quintela et al., 1997;Sharif et
al., 2009).
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CONCLUSIONES

Se predijo una estructura secundaria para la proteina de interés rica en a-
hélices y con una orientacion mayoritaria hacia el exterior de la célula y en
contacto con la pared celular de P. acidilactici.

A pesar de la dificultad que conlleva clonar una proteina tan grande como la
estudiada, aunado al hecho de que se trata de una proteina de membrana
se obtuvo una enzima recombinante activa que actua como muramidasa y
que tiene efecto contra diversos patdgenos.

El fragmento de 12-kDa generado de la degradacion de la proteina
recombinante de 110-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 es una muramidasa
putativa con un pH 6ptimo de 6 y estable en un intervalo de pH entre 4 y 10
si se somete al mismo una hora, altamente termolabil y con una
temperatura 6ptima de 23°C, la cual incrementa su actividad con K*y Ca®";
mientras que en presencia de Na*, Zn**, Mg** o PMSF se inhibe.

Se observo actividad antimicrobiana de la proteina recombinante del
fragmento de 12-kDa generado por la degradacion de la proteina de 110-
kDa por si sola contra B. cereus, E. faecalis, E. faecium, L. paracasei, L.
monocytogenes M. lysodeikticus, S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa y
S. enterica serovar Typhimurium y sinergista con la de 99-kDa contra B.
cereus, E. coliy L. monocytogenes.

La proteina de 110-kDa es una opcion ante la escalada de casos de cepas
multirresistentes a antibidticos pues a pesar de la existencia de
peptidoglucanos modificados en su cadena de glucdsidos, los genes
responsables de estos cambios se encuentran en el ADN cromosomal el
cual es mas dificil de compartir o modificar si se compara con el ADN
plasmidico (principal responsable de la transferencia de genes de

multirresistencia).
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PERSPECTIVAS

Secuenciar el fragmento de la proteina de 110-kDa caracterizado
bioguimicamente y cuya actividad antimicrobiana se observd en esta
investigacion

Clonar la secuencia que codifica para el fragmento de la proteina de 110-
kDa caracterizado y analizar su espectro antimicrobiano y sus propiedades
bioquimicas

Probar distintas proporciones de las proteinas de 99 y 110-kDa
recombinantes para determinar si es posible igualar el espectro de
inhibicion de las nativas

Evaluar la actividad antimicrobiana de la proteina de 110-kDa recombinante
contra patdégenos de aislados clinicos o de alimentos

Determinar la vida de anaquel de la proteina recombinante de 110-kDa para

evaluar su potencial como agente antimicrobiano comercial.
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Amidase.Enzymatic Assay (Sigma- Aldrich®) Disponible en :
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Sigma/General_Information/2/amidase.pdf

Bio-Rad Protein Assay Disponible en: http://www.bio-
rad.com/LifeScience/pdf/Bulletin_9004.pdf
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http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigmaaldrich/docs/Sigma/Bulletin/
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Fas tAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase Protcol. Disponible en:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0O012878 FastAP_T
hermo_Alkaline_Phosphatase ef0654 UG.pdf
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en:https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0012661_GeneJ
ET_Gel Extraction_UG.pdf
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20Information%20Sheets/G/T4%20DNA%20Ligase%20Blue%20White %20
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http://richsingiser.com/4402/Novagen%20pET%20system%20manual.pdf
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General Electric. Disponible en:
https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&
cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEw;jOj_3tkdnYAhUszoMKHYp6AdAQFggOMAE
&url=http%3A%2F %2F proteins.gelifesciences.com%2F~%2Fmedia%2Fima
ges%2Fprotein-blog-and-news%2F protein-skills-blog%2F qanda-sec-
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Thermo Scientific Ncol Enzyme Disponible en:
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Assets/LSG/manuals/MAN0012148 Ncol 10 _UuL_1000U_UG.pdf
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https://assets.thermofisher.com/TFS-
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http://www.meilerlab.org/index.php/bclcommons/show/b_apps_id/2
MEMSAT 3. Disponible en :
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/software_downloads/memsat/

MEMSAT SVM. Disponible en.
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/?memsatsvm=1

MUSTER. Disponible en: http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/MUSTER/
OCTOPUS. Disponible en: http://octopus.cbr.su.se/

PHILIUS. Disponible en: https://noble.gs.washington.edu/proj/philius/
PORTER. Disponible en : http://distillf.ucd.ie/porterpaleale/

Predictor Protein. Disponible en: https://www.predictprotein.org/
PSIPRED. Disponible en: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

PHOBIUS. Disponible en http://phobius.sbc.su.se/

PHOBIUS Quick 2D. Disponible en :
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/quick2_d

Poly-PHOBIUS. Disponible en : http://phobius.sbc.su.se/poly.html
PHYRE. Disponible en:
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index

PRED-TAT. Disponible en: http://www.compgen.org/tools/PRED-TAT/
Predisi. Disponible en : http://www.predisi.de/

RAPTOR X.Disponible en: http://raptorx.uchicago.edu/

SCAMPI Disponible en :http://scampi.bioinfo.se/

SOPMA. Disponible en: https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.htmi

SCRATCH Protein 3 Class y SCRATCH Protein 8 Class. Disponible en :
http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/

SignallP4.1Server. Disponible en: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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Sig-Pep . Disponible en
http://sigpep.services.came.sbg.ac.at/signalblast.html
SPIDERZ2.Disponible en : http://sparks-lab.org/yueyang/server/SPIDER2/
SOSUI. Disponible en: http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/

SOSUI Signal. Disponible en: http://harrier.nagahama-i-
bio.ac.jp/sosui/sosuisignal/sosuisignal_submit.html

SPOCTOPUS. Disponible en:
http://octopus.cbr.su.se/index.php?about=SPOCTOPUS
SWISS-MODEL. Disponible en: http://swissmodel.expasy.org/interactive
TatP1.0. Disponible en: http://www.cbs.dtu.dk/services/TatP/

TMHMM. Disponible en: http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
TMPRED. Disponible en :
http://embnet.vital-it.ch/software/TMPRED _form.html
TOPCONS/SCAMPI. Disponible en : http://topcons.cbr.su.se/
TOP-Pred. Disponible en : https://omictools.com/toppred-tool
T-COFFEE. Disponible en: http://tcoffee.crg.cat/

YASPIN. Disponible en : http://www.ibi.vu.nl/programs/yaspinwww/

PAGINAS DE INTERNET

Esperanza de vida en Estados Unidos de América
https://www.cdc.gov/nchs/fastats/life-expectancy.htm (Revisado el 13 de
octubre de 2017).

Esperanza de vidad en México http://www.who.int/countries/mex/en/
(Revisado el 13 de octubre de 2017).

Reporte de la ONU y OMS sobre bacterias multirresistentes:
http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2017/bacteria-antibiotics-
needed/es/ (Revisado el 13 de octubre de 2017).

Base de datos BRENDA. Enzima EC 3.2.1.17 (Lisozima).
http://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.17 (Revisado por
ultima vez el 13 de octubre de 2017)
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