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Resumen.

Las infecciones del tracto urinario son consideradas como una de las principales causas de
morbilidad en el mundo. En México, se reportan més de 4 millones de casos cada afio.
Escherichia coli uropatogénica es el principal agente causal de las ITU con més del 80% de
aislamientos en estos pacientes, mientras, el 50% de las infecciones adquiridas en hospitales
son generadas por esta bacteria. Entre los factores de virulencia de Escherichia coli
uropatogeénica se encuentra la fimbria curli. Curli, un homopolimero de proteinas CsgA, es el
principal componente de la matriz extracelular bacteriana que modula la respuesta inmune del
hospedero y es un factor de aptitud que apoya en la colonizacion a través de la interaccion de
sus motivos estructurales de esta proteina a un receptor todavia no descrito en el tracto
urinario. Una proteina soluble es indispensable para realizar ensayos de interaccion receptor-
ligando, por lo que, establecer un sistema de expresion de la proteina CsgA y sus motivos
estructurales permitird obtener una molécula soluble para la busqueda en un futuro del
receptor de curli en el tracto urinario. Objetivo. Establecer un sistema de expresion en E. coli
para purificar una proteina recombinante CsgA y/o sus motivos estructurales, como una
molécula soluble. Materiales y métodos. La estrategia metodologica se dividié en las
siguientes etapas: 1) analisis bioinformatico para la estrategia de clonacion; 2) clonacion de
las diferentes variantes en el vector de expresion pLATE31 y su transformacion en la cepa de
E. coli BL21 (DE3); y 4) estandarizacion de las condiciones de expresion y purificacion para
obtener una molécula soluble. Resultados. Las cinco variantes de la proteina CsgA fueron
clonadas y expresadas eficientemente, sin embargo la proteina CsgA y M2 fueron localizadas
en la fraccién insoluble durante el ensayo de purificacién y de la solubilidad. Siguiendo las
mismas condiciones, el motivo estructural M1 y M13 fueron identificadas en la fraccion
soluble. Los motivos M1 y M13 fueron purificados por cromatografia de afinidad en
condiciones nativas con una concentracion de 90.37 y 37 ng/uL, respectivamente. Sin
embargo, se tomd la decision de purificar en condiciones desnaturalizantes las proteinas CsgA
y M2 para realizar ensayos de replegamiento y solubilidad, las cuales tuvieron una
concentracion de 34.7 y 70.7 ng/uL, respectivamente. Conclusiones. Se pudo establecer un
sistema de expresion en E. coli para la proteina CsgA y sus motivos estructurales, sin
embargo solo M1 y M3 fueron identificadas como moléculas solubles. Estos motivos podran
ser usados en un futuro para la basqueda del receptor de curli en el tracto urinario.
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1. Introduccion y Antecedentes
1.1 Introduccion

1.1.1 Infecciones del tracto urinario
Las infecciones del tracto urinario (ITU) son consideradas como una de las principales
causas de morbilidad en el mundo®. En México, se han reportado més de 4 millones de
casos cada afio?. Estas infecciones son clasificadas de acuerdo con el sitio de infeccién: en
orina sin sintomas son definidas como bacteriuria asintomatica, en vejiga como cistitis, en
rifion como pielonefritis y en sangre como bacteriemia®.

Las ITU son causadas principalmente por patégenos de origen intestinal que contaminan
la uretra y ascienden hasta la vejiga, incluyendo los rifiones?. Una ITU es considerada
cuando el uropatégeno alcanza més de 1 X 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/mL
posterior al cultivo de la orina®. Los principales agentes causales son: Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Citrobacter spp. y Enterobacter spp.”.

1.1.2 Escherichia coli uropatogénica (UPEC)
E. coli es una especie muy diversa que tiene la habilidad de colonizar y persistir en
numerosos nichos, tanto ambientales como en hospederos animales®. Esta bacteria, asf
como la demés microbiota intestinal en mamiferos, tiene una relacion simbiotica con su
hospedero®; Sin embargo, algunas cepas de E. coli tienen la capacidad de causar
enfermedad en el tracto intestinal (diarrogénicas) y en otros sitios anatomicos del hospedero
(extraintestinales)’. La principal cepa de E. coli extraintestinal es E. coli uropatogénica
(UPEC, por sus siglas en inglés); la cual ha adquirido la capacidad de colonizar el tracto

urinario®.
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UPEC es el principal agente causal de las ITU con més del 80% de aislamientos en estos
pacientes, mientras, el 50% de las infecciones adquiridas en hospitales son generadas por
esta bacteria’. UPEC adquirié a través de la transferencia horizontal de genes, diferentes
factores de virulencia contenidos en islas de patogenicidad, plasmidos y fagos™. Estos
factores de virulencia estan localizados principalmente en la superficie bacteriana de UPEC
y son utilizados para generar la patologfa clinica®*.

1.1.3 Factores de virulencia y mecanismo de patogenicidad de UPEC
El mecanismo de patogenicidad de UPEC inicia con la adherencia al uroepitelio, a través de
adhesinas fimbriales (FimH, PapG, SfaS, FocH y DrA) localizadas en la parte distal de
diferentes fimbrias (tipo 1, P, S, F1C y Dr), como se muestra en la Figura 1'°. Estas
adhesinas interactian con componentes de la membrana del uroepitelio, tales como:
proteinas a-D-manosiladas, glicoesfingolipidos y &cido neuraminico, incluyendo el factor
que acelera el decaimiento y proteinas de la matriz extracelular’*'®, La adherencia de
UPEC activa diferentes vias de sefializacién y contribuye a la invasion bacteriana de las
células del tracto urinario®. La invasion permite a la bacteria permanecer intracelularmente
y formar comunidades bacterianas intracelulares (CBI)®. La interaccién de UPEC con la
célula promueve un estado de oxidacion intracelular, originando la filamentacion de la
bacteria intracelular y su posterior eflujo'*. UPEC provoca la lisis de la célula hospedera,
mientras las células del uroepitelio entran en apoptosis y posterior exfoliacion, como un
mecanismo de defensa contra la infeccion®. Sin embargo, el epitelio intermedio del tracto
urinario queda expuesto y UPEC puede colonizar nuevamente para un nuevo ciclo de
infeccion™®. Otro factor de virulencia importante en UPEC es el lipopolisacérido (LPS) y
estd asociado a la colonizacion de esta bacteria en la vejiga, la formacion de CBI y la

resistencia a antibioticos hidrofobicos®.
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La orina es una muestra bioldgica con bajo aporte de hierro, donde UPEC ocupa
captadores de este metal, definidos como sider6foros que permiten a esta bacteria

transportarlo a su citosol™

. Ademas, UPEC posee sistemas de secrecion tipo | y V para
expulsar toxinas, tales como: la a-hemolisina (hlyA), factor necrotizante citotoxico (CNF1)
y toxinas autotransportadoras, incluyendo la citotoxina autotransportadora vacuolar (Vat) y
toxina autotransportadora secretada (Sat)®. Estas toxinas causan defectos en la funcién o la
forma de las células del hospedero, deteniendo el ciclo celular y provocando la lisis®. Por
otro lado, el flagelo de UPEC es usado por la bacteria para movilizarse hasta los nutrientes,

escapar de condiciones desfavorables y del sistema inmune del hospedero®’. En UPEC, el

flagelo es asociado con la ascension de la bacteria al tracto urinario alto (rifiones) *°,

Fimbrias Fimbria Fimbria
o9 Extigp BeGFE ©
Curli ipo1 FimbriaP Dr S FIC

w

iessesee D

Capsula

Flagelo
Sideroforos ¥

Fe’ P L "B
i0 a-hemolisina

Captacion de e ¥ g 'o‘% e a-hemolisir

i ? o ©
hierro il ;»,& o |
Toxinas

CNF1

Figura 1. Esquema representativo de los principales factores de virulencia de UPEC. Las cepas de UPEC
han adquirido los diferentes factores de virulencia a través de la transferencia horizontal de genes. Estos genes
codifican factores que promueven la supervivencia y virulencia de las cepas de UPEC en su hospedero. Estos
factores de virulencia son clasificados principalmente en: fimbrias, capsula, lipopolisacérido, flagelo, sistemas
captadores de hierro y toxinas'’.
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Recientemente, curli, una fimbria con caracteristicas amiloideas ha sido descrita como
un factor de virulencia importante en cepas clinicas de UPEC vy este factor es la base de este
estudio. Las proteinas amiloideas son estructuras proteicas filamentosas e insolubles que se
fibrilizan a partir de subunidades monoméricas, se han encontrado en muchos organismos,
incluyendo bacterias, hongos y mamiferos. Estas estructuras también se han reconocido
como causantes de enfermedades neurodegenerativas y algunas encefalopatias'®. Las fibras
purificadas son altamente resistentes a la degradacion quimica, proteolitica y enzimatica;
permanecen intactas incluso durante el tratamiento con dodecil sulfato de sodio (SDS) o
proteinasa K*°.

La capacidad de resistir la degradacion mejora la resistencia y durabilidad de las
biopeliculas, lo que les permite resistir condiciones ambientales adversas. La exposicion a
productos quimicos agresivos como &cido formico al 90% o hexafluoroisopropanol es
necesaria para despolimerizar las fibras en subunidades monoméricas™.

Los amiloides humanos y bacterianos no comparten secuencias de aminoacidos
conservadas, sin embargo, comparten numerosas caracteristicas. Los péptidos precursores
de amiloides en mamiferos y bacterias se pliegan en estructuras de ldminas beta altamente

conservadas debido a la presencia de residuos de glutamina y asparagina, y amiloides™.
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1.1.4 Fimbria curli y su biogénesis
En 1989, Normak y colaboradores describieron por primera vez a la fimbria curli en
aislados de E. coli a partir de mastitis en bovinos®. Las fimbrias curli son consideradas
como el componente principal de la matriz extracelular bacteriana y también son
consideradas como proteinas amiloideas funcionales®. Estas fimbrias amiloideas son
también expresadas en otras Gammaproteobacterias, tales como: Salmonella spp,
Cronobacter spp, Pseudomonas spp, y Vibrio cholerae?* . Las condiciones dptimas de
expresion de la fimbria curli ocurren durante la fase estacionaria bajo condiciones de estrés
y con una temperatura optima entre 26 a 30°C*. Estas fimbrias son fibras finas curvadas en
forma de rizos flexibles formando cimulos heterogéneos cuando son vistos en micrografias

obtenidas por microscopia electrénica de transmision (Figura 2)*%.

2um

Figura 2. Micrografia de los curli en la cepa de UPEC. Las fimbrias curli son fibras finas en forma de
rizos flexibles en ctimulos heterogéneos de aproximadamente 10 a 15 pm. La cepa de UPEC CFT073 fue
crecida en medio “Yeast Extract Casaamino acid” suplementado con 10% DMSO e incubado a 37°C durante
36 hrs para la expresién de los curli. Esta micrografia fue obtenida por tincién negativa y posterior
microscopia electronica de transmision por Vega-Hernandez R., tesis de Licenciatura (2019). La barra inferior
corresponde a una escala de 2um.
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Los genes que codifican para las proteinas involucradas en la biogénesis de la

fimbria son localizados en dos operones convexos definidos como: csgBAC y csgDEFG

(Figura 3).

a Outer
membrane

Periplasm

CsgE
CsgF Inner
CsgG membrane

CsgB
CsgA

Moj\—}fc:n—

Figura 3. Esquema representativo de la biogénesis en la fimbria curli. Las proteinas involucradas en la
biogénesis de la fimbria curli estan codificadas en los operones csgBAC y csgDEFG. La fimbria curli esta
formada por un homopolimero de la proteina CsgA. CsgA es secretada a través del poro formado de CsgG
asociado a las proteinas accesorias CsgE y CsgF. ElI componente estructural CsgA es anclado a la superficie
bacteriana por accion la proteina “nucleadora” CsgB y regulada su expresion por la proteina CsgD'.

El operdén csgBAC codifica para las proteinas estructurales CsgA y CsgB, ademas de
la proteina periplasmica CsgC. La proteina CsgA es el componente estructural mayor, la
cual tiene un peso molecular de aproximadamente 15 KDa y su plegamiento esta dado por
cinco repeticiones de estructura secundaria de ldmina 3 antiparalela21. Este plegamiento le
confiere la capacidad de permanecer en un estado amiloideo posterior a su ensamble en la

superficie bacteriana®’. La proteina CsgB se conoce como la subunidad menor de curli y
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comparte un 30% de identidad con CsgA, incluyendo su nicleo amiloideo®. Este
componente menor es definido como una proteina “nucleadora” indispensable para el
ensamble de los curli en la superficie celular bacteriana®®. Es decir, CsgA es secretada en
estado soluble a través de la membrana externa, mientras, en el exterior CsgB se encarga de
anclar a la fimbria en la superficie bacteriana e iniciar la polimerizacion de CsgA®. El
ultimo producto del operén csgBAC es CsgC, una proteina periplasmica, la cual permite la
secrecion de las subunidades estructurales de los curli, manteniendo el poro abierto®. Este
proceso completo en la biogénesis es definido como ‘“nucleacion-precipitacion” o
“Secrecion Tipo VII™!,

La proteina CsgD, un regulador positivo de la familia FixJ/LuxR, es codificado en
el operén csgDEFG de curli?®. Este regulador es asociado a la expresion del operén
csgBAC, mientras suprime la expresion de los genes flagelares®. Los genes csgE, csgF y
csgG son también codificados en el operdn csgDEFG vy sus proteinas componen el aparato
de secrecién de los curli en la membrana externa®. La proteina CsgG se ensambla para
formar un poro en la membrana externa, mientras que CsgkE y CsgF desempefian funciones
similares a las chaperonas®’. Ambas proteinas permiten la secrecién y la unién de las
subunidades mayor (CsgA) y menor (CsgB) de los curli a la superficie celular.
Interesantemente, las mutantes csgE presentan un ensamblaje defectuoso de curli con una

reduccion en la estabilidad de CsgA y CsgB?.
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1.1.5 La proteina CsgA o subunidad estructural de la fimbria curli
CsgA, la subunidad estructural mayor de la fimbria curli estd compuesta por 151
aminoacidos sin procesar (Figura 4). Esta proteina contiene una region amino terminal de
21 aminoécidos, también conocida como péptido sefial, que es requerida para la estabilidad
y secrecion de CsgA al espacio periplasmico de la bacteria®. A partir del aminoécido 22 al
43 es localizada la region N22, la cual provee especificidad a la proteina CsgG ubicada en
el poro de la membrana externa?’. Ademas, esta regién N22 permite la nucleacién de CsgA
por la proteina CsgB en la membrana externa de la bacteria y es también definida como
nucleadora®. Interesantemente, cinco repeticiones de estructura lamina B (R1 a R5) estan
presentes a partir de los aminoacidos 43 al 151, formando el niicleo amiloideo en CsgA®..
Las secuencias de las repeticiones tienen un secuencia consenso Ser-X5-GIn-X-Gly-
X-Gly-Asn-X-Ala-X3-GlIn que garantiza la formacion de la estructura secundaria de lamina
B cruzada®?®. La primera (R1) y la Gltima (R5) repeticién forman fibras amiloideas de
forma individual y son criticas para la nucleacién y polimerizacién®. Por otro lado, las
repeticiones R2, R3 y R4 contienen residuos de acido aspartico y glicina que regulan la
amiloidogenicidad, incluyendo el potencial toxico de CsgA; mientras, la ausencia de dichas
repeticiones en la proteina acelera su auto polimerizacién®*. Esta caracteristica amiloidea en
la proteina CsgA le permite ser evaluada mediante ensayos de Tioflavina T, microscopia

electrénica de transmision y tincién con rojo Congo®® 23°,
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CsgA
N-term 22  GVVPQYGGGGNHGGGGNNSGPN
I EEE——

Rl [SELNIYQYGGGNSALALQOTDARN
R2 , [SPLTITQHGGGNGADVGOGSDD
R3 IDLTQRGFGNSATLDQWNGKN
R4, |SEMTVKQFGGGNGAAVDQTASN
R5, . [SSVNVTQVGFGNNATAHQY

Figura 4. Secuencia lineal de aminoacidos que componen a la proteina CsgA. La proteina CsgA posee en
una secuencia de 21 aminodacidos (Sec) y a partir del aminoacido 22 al 43 la secuencia denominada
“nucleadora 0 N22”. Desde el aminoacido 44 al 153 es la secuencia que forma el nicleo amiloideo (R1 a R5).
Los amino&cidos conservados y que estabilizan el ndcleo amiloideo son Serina, Glutamina y Asparagina™.

La prediccion de la estructura terciaria de la proteina CsgA muestra las cinco
unidades repetitivas organizadas en estructuras de lamina B cruzada, generando una alta
estabilidad estructural definida como “cremallera estérica”®. Este tipo de “cremallera” es
formada por la interaccion de residuos de Gln, Asn y Ser entre cada una de las hebras f
posicionadas opuestamente. La principal interaccion intermolecular en esta conformacion
estructural son fuerzas de van der Waals. Si, la estructura tridimensional de esta proteina es
vista a través de su eje muestra estas interacciones como los dientes de un cierre®®. Esta
estructura es la base de la estabilidad de las fibrillas amiloideas, incluyendo sus

caracteristicas de auto nucleacion y su tendencia a formar estructuras polimérficas®*.

C- terminal

=

A 4

Eje de la fibra

N- terminal

Figura 5. Prediccion de la estructura tridimensional de CsgA. La prediccién muestra el plegamiento de las
cinco repeticiones de lamina [, asi como, las interacciones entre glutamina, asparagina y serina. Estas
interacciones tipo van der Waals forman la cremallera estérica y confieren la estabilidad a la estructura.
Modificado de Evans y Chapman, 2013.
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1.2 Antecedentes

En un estudio realizado en el Laboratorio de Bacteriologia Intestinal del Hospital Infantil
de México “Federico Gomez” se evaluo la distribucion del gen csgA de la fimbria curli en
una coleccion de cepas clinicas de UPEC®’. Esta evaluacién mostro una alta distribucion
del gen csgA con mas del 90% en los aislados clinicos (Figura 6)*". Adicionalmente, esta
alta distribucion fue conservada en aislados clinicos de UPEC con perfil

multidrogorresistentes y con una alta diversidad genética®’.
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Figura 6. Distribucion de los genes asociados a factores de virulencia y aptitud. EI mapa de calor muestra
la distribucion de genes de virulencia segun su grupo filogenético, donde el gen csgA se encuentra con una
alta frecuencia en todos los aislados clinicos de UPEC. Modificada de Luna-Pineda y cols. 2018.

Recientemente, curli fue asociado a dafio tisular y en la regulacion de la respuesta
inmune, ademas de potenciar la adhesién en vejiga y rifion®. La delecién del gen csgA
muestra una disminucion en la adherencia a células de vejiga, sugiriendo que la fimbria
curli en UPEC est4 involucrada en el proceso de cistitis®. Estos datos sugieren que las

fimbrias curli potencian la interaccién entre la bacteria y la célula de vejiga incluso mayor
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que la fimbria tipo 1. Esta interaccion es potenciada por la fosfoetanolamina de celulosa,
también localizada en la superficie bacteriana de UPEC™®. Las fimbrias curli generan la
liberacion de citocinas mediante la interaccion de csgA con TLR1/2, sin embargo, cuando
curli se encuentra sobre expresada en la superficie de UPEC, puede ocultar a otras fimbrias
importantes en la generacion de citocinas. Probablemente, las fimbias curli interfieren
conformacionalmente con LPS, fimbria tipo 1 y/o fimbria P, evitando la interaccion de
estas con TLR4, disminuyendo la liberacion de IL-6 principalmente. Estos datos proponen
a la fimbria curli como un sistema de evasion de la respuesta inmune de UPEC en su
hospedero®. Sin embargo, el receptor especifico en el tracto urinario no ha sido descrito.

En macrofagos, las fimbrias curli puede interaccionar con los receptores de
reconocimiento de patrones de la familia Toll-like Receptors (TLR2) dando lugar a
produccion de citocinas proinflamatorias como la interleucina-8 (IL-8), IL-6 y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), asi como 6xido nitrico*>*. EI TLR1 también es necesario
para facilitar el reconocimiento de estas fimbrias*’. La internalizacion de las fimbrias curli
en los macrdfagos por la activacion del complejo TLR1/TLR2 es critica para la activacion
del inflamosoma NLRP3.

El inflamosoma NLRP3 es un complejo proteico multimérico que al ser activado
por f. curli inicia una forma inflamatoria de muerte celular y promueve la produccion de IL-

1B via Caspasa 1(Figura7)®.

22



Curli{

\rLR2

TLR1 7

NF-kB se activa
una vez que la
fimbria curli es

reconocida en la

superficie, se
trasloca al
nucleo y se
transcribe el
mRNA para las
citocinas

J

Curli es endocitado por la activacion del
complejo TLR2/TLR1. La estructura
amiloidea dana el fagosoma liberando a curli
71 en el citoplasma

Curli activa
NLRP3
provocando la
escision de Pro-IL- |/
1Ball-1 B

.I \-) @ @ por la Caspasa 1.
el pro-iL-18 *s®
n 16
\

IL-6 "

—, o e \
. .
[S)

Figura 7. Esquema de la activacion de TLR2/TLR1 por los curli. La internalizacidn de curli estd mediada
por su interaccion con el complejo TLR2/TLR1 y por la via del fagosoma. La salida de curli del fagosoma
permite interaccionar y activar el inflamosoma NLRP3, promoviendo la produccion de IL-1pB. Una via alterna
es la interaccion de TLR2/TLR1 y la activacion de Nf-kB para la produccion de IL-1B, incluyendo IL-6.

La proteina CsgA puede interaccionar con proteinas de la matriz extracelular y de

suero tales como: fibronectina, fibrindgeno, plasminégeno, activador tisular de

plasmindgeno, H- cinindgeno, factor XII, antigeno MHC-I y P,-microglobulina®“.
Ademas, las cepas de E. coli no UPEC productoras de fimbrias curli son capaces de activar
el sistema de fase de contacto ( factores VIII, IX, X, Xl y XlI) en plasma humano,
generando un efecto anticoagulante®®*’.

Otro estudio utilizando las repeticiones R1 y R5 individualmente estan asociadas a
la interaccién con protefnas de la matriz extracelular y de suero antes mencionadas*. La
generacion de la proteina recombinante CsgA y sus motivos de interaccion (lamina beta

antiparalela) seran la base para la identificacién del receptor de curli en el tracto urinario en

un futuro.
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1.3 Fundamentos de la metodologia
La tecnologia de ADN recombinante es una importante herramienta que permite identificar
un gen o multiples genes, cortarlo e insertarlo en el genoma de otro organismo. El termino
de tecnologia de ADN recombinante fue introducido por el descubrimiento de las enzimas
de restriccion en bacterias por Werner Arber. Estas enzimas bacterianas cortan el ADN en
sitios especificos a lo largo de la molécula permiten la degradacion de moléculas de ADN
virales extrafias; también se les ha dado una funcion tecnoldgica que se relaciona con el uso

de tres herramientas principales: enzimas, vectores y organismo hospedador®,

1.3.1 Extraccion del ADN genémico de UPEC
La extraccion consiste en el aislamiento y purificacion del ADN gendémico de UPEC; el
cual servird como cadena molde para la amplificacion del gen csgA. Esta técnica esta
basada en las propiedades fisicoquimicas de la molécula de ADN, tales como:
1) el ADN es de doble cadena de nucleétidos, formando una doble hélice
2) los nucle6tidos estan formados por un azlcar, un grupo fosfato y una base nitrogenada
3) los grupos fosfato tienen carga negativa y son polares
4) esta carga negativa y polaridad le proporciona la propiedad de solubilidad al ADN
5) en presencia de un disolvente orgéanico (etanol) permite la exposicion de los grupos
fosfato?®°0°,

La interaccion de la carga negativa del ADN en etanol a un ion monovalente (Na®)
genera la interaccion entre las mismas moléculas y su precipitacion. Mientras, esta misma
carga neta negativa del ADN permite la union a moléculas y/o matrices inorganicas con

carga positiva®’. Estas matrices retienen varios microgramos de ADN especificamente y

permite separarlo de otros componentes de la bacteria®®. La extraccion de ADN genémico
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en bacterias Gram negativas tiene cuatro principales pasos: lisis celular, separacion de
proteinas y lipidos, precipitacién y redisolucion del ADN*.

La lisis celular se realiza frecuentemente con enzimas como la lisozima, las
proteinas se eliminan mediante un paso de precipitacion con sal y finalmente el ADN es

precipitado con isopropanol y etanol al 70%.

1.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La reaccién en cadena de la polimerasa amplifica exponencialmente una secuencia
especificamente (inserto) de ADN usando iniciadores que se unen a nucleétidos
complementarios™.

Las ADN polimerasas requieren una cadena molde y un par de iniciadores que
contengan un hidroxilo 3' y flanqueen la regién blanco®. La enzima empleada para la
clonacion es la ADN polimerasa “Phusion™ Hot Start 1l High-Fidelity DNA Polymerase”
de “Thermo Scientific™®*. Las enzimas de PCR de alta fidelidad, por su baja tasa de error,
se utilizan para técnicas que requieren alta precision®. La PCR sucede en tres etapas: la
primera es la desnaturalizacion del ADN de doble cadena con aproximadamente 94°C en
un tampdn apropiado; la segunda etapa es el alineamiento, donde los iniciadores hibridan
especificamente en su secuencia complementaria por el descenso de la temperatura entre 40
a 60 °C segun la Tm de estos; por ultimo, en la tercera etapa, la polimerasa se acopla en el
extremo 3' del iniciador para el inicio de la replicacion o extension de la nueva cadena de
ADN con una temperatura 6ptima de ~72°C (Figura 8)°%. El nimero de copias de ADN es

obtenido por el niamero de ciclos durante la PCR.
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Figura 8. Esquema representativo de los pasos de la PCR. La desnaturalizacion (1) de la doble hélice
provoca la separacion de las cadenas, permitiendo asi el alineamiento (2) de los iniciadores en la cadena
molde. Finalmente, la polimerasa inicia la extension (3) de la secuencia diana en el extremo 3' del cebador.
Modificada de Andy Vierstraete 1999.

1.3.3 Electroforesis en gel de agarosa
La electroforesis en geles de agarosa es una técnica que consiste en aplicar una corriente a
través de un gel que contiene las moléculas de interés®. Mediante la electroforesis es
posible separar fragmentos de ADN en funcion de su tamafio y carga; visualizandolos
mediante una sencilla tincién®. La tincién mas comdnmente utilizada es con bromuro de
etidio, un agente intercalante que tiene afinidad para unirse al ADN*°. El bromuro de etidio
se excita con luz ultravioleta de onda corta, 254 nm, y emite su fluorescencia como luz
visible, de color rosado-anaranjado, mediante la cual es posible observar la posicion y

cantidad relativa del ADN en el gel después la electroforesis®’.
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1.3.4 Clonacion Independiente de Ligacion (LIC)
Los vectores de clonacion son plasmidos a los que se les ha introducido un gen o fragmento
de ADN denominado inserto. Los vectores pueden replicarse de manera autbnoma e
independiente del genoma de la célula hospedera. El resultado es la obtencion de millones
de copias de una molécula recombinante o clona molecular compuesta por ADN
proveniente del inserto y del vector®®. Los vectores de expresién son aquellos cuyo objetivo
es producir un transcrito para la sintesis de la proteina®.

El vector pLATE31 es un vector de expresion que tiene en su secuencia un
promotor de reconocimiento de la ARN polimerasa y el terminador de la transcripcion del
bacteriéfago T7 para la expresion de genes heter6logos de E. coli (Figura 9). El control en
la expresion depende de la presencia del gen que codifica para la proteina rop, la cual
regula en nimero de copias del plasmido. El vector pLATE31 tiene como marcador de
seleccion el gen de resistencia a ampicilina. Ademas, este es un vector lineal que forma
extremos cohesivos, los cuales codifican para el sitio de unién a ribosoma y para la etiqueta
6xHis®.

El sistema de clonacién LIC utiliza tecnologia direccional para transmitir y facilitar
la clonacion en un vector de expresion. LIC garantiza una alta eficiencia de clonacion y
elimina la necesidad de ligar y restringir los pasos de digestion enzimética®. El método
LIC utiliza la ADN polimerasa T4 para crear extremos de 14-21 nucle6tidos especificos de
cadena sencilla salientes y complementarios en los vectores e insertos de ADN. En este
caso los insertos son secuencias del gen csgA.

La ADN polimerasa T4 tiene dos actividades enzimaticas: actividad polimerasa 5'-
3"y actividad exonucleasa 3'- 5'. La actividad exonucleasa elimina los nucledtidos de los

extremos 3 'del ADN mientras la actividad polimerasa restaura la cadena usando dNTPs y
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la cadena de ADN complementaria como plantilla. Este tipo de clonacion solo incluye
dGTPs en la reaccion, alcanzando el equilibrio de ambas actividades de la polimerasa T4, la
exonucleasa 3'-5 'y polimerasa 5'-3 ' cesan su actividad en la primera aparicion de citosina
en el cadena complementaria®.

El vector modificado es introducido en células competentes de E. coli BL21 (DE3),
llevando a cabo su transformacién, en espera de la expresion de la proteina recombinante.
Las células competentes son aquellas que poseen la capacidad de integrar ADN plasmidico
pudiendo ser heredado por las nuevas células todas las veces en que la bacteria se
multiplique. El estado de competencia es inducido generando por distintos medios
distorsiones en la membrana celular que aumentan su permeabilidad®. Interesantemente, el
vector no es ligado convencionalmente in vitro, sino, la formacion de enlace covalente
entre el vector y el inserto es realizado por el sistema de reparacion de la célula
bacteriana™.

La transformacion bacteriana comunmente se realiza por electroporacion, la cual
utiliza pulsos eléctricos para permeabilizar transitoriamente las membranas celulares
bacterianas y permite el paso del ADN plasmidico a través de las membranas®. EI método
de choque térmico también es utilizado para la transformacién bacteriana.

La identificacion de transformantes se realiza en medio LB suplementado con
ampicilina, las colonias que contienen el vector pLATE 31 son capaces de crecer en este
medio. Las colonias son verificadas por PCR en colonia, para confirmar la presencia del
inserto de interés se espera un amplificado correspondiente al tamafio del vector pLATE31

mas el inserto®.
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Figura 9. Elementos genéticos del vector pLATE31. El vector de expresidn se encuentra lineal y contiene
una secuencia de cadena sencilla con especificidad al inserto. El diagrama muestra los elementos que
permiten la expresion de interés, el vector pLATE31 usa elementos del bacteriéfago T7 para el control de la
expresién de genes heterélogos en E. coli.

1.3.5 Purificacidn de proteinas por cromatografia de afinidad a niquel
Las proteinas recombinantes son expresadas por E. coli transformadas con el vector de
expresion y suelen tener un marcaje para facilitar su purificacion, siendo uno de los mas
utilizados, la etiqueta de 6 histidinas (6xHis) en los extremos C o N terminal de la proteina
de interés. Es no inmunogénica y a pH 8 son moléculas pequefias, sin carga, que no afectan
la secrecién, compartimentalizacion o plegamiento de la proteina en la célula®.

La etiqueta 6xHis es inmovilizada en superficies quelantes, tal como: la agarosa Niquel-
Acido nitrilotriacético (Ni-NTA)®. Esta capacidad es indispensable para la purificacién de
la proteina por cromatografia de afinidad por metal inmovilizado®. EI NTA es un quelante
tetradentado, que ocupa cuatro de los seis sitios de union al ligando del ion niquel, mientras

dos sitios libres interacttian con la etiqueta 6xHis (Figura 10)%. Los residuos de histidina
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en la etiqueta 6xHis tienen un pKa de aproximadamente 6.0 y se encontraran protonados si
el pH se reduce (pH 4.5-5.3). En estas condiciones, los residuos 6xHis que estan unidos a la

proteina ya no podran unirse a los iones de niquel y se disociaran de la resina Ni-NTA®,
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Figura 10. Interaccion entre los residuos de histidina y la matriz Ni-NTA. La cromatografia de afinidad
por metal inmovilizado tiene su fundamento en la propiedad quelante del &cido nitrilotriacético que interactla
con cuatro de las seis uniones de ligando en el niquel, mientras las dos restantes se acomplejan con los
residuos de histidina (“The QIAexpressionist” 2003).

1.3.6 Evaluacion de las proteinas por SDS PAGE

La electroforesis en gel de acrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) es una
técnica empleada para la separacion de proteinas de acuerdo con su peso molecular.

Las proteinas migran a través de una matriz de tamizado bajo la influencia de un campo
eléctrico aplicado®™. En condiciones reductoras (mercaptoetanol o ditiotreitol [DTT]) y
presencia de un detergente (SDS) se rompen los puentes disulfuro y se genera una carga
negativa en las proteinas®. Las proteinas amiloideas resisten a agentes desnaturalizantes o
detergentes y es necesario utilizar un tratamiento con 4&cido fdérmico para su

despolimerizacion. Este acido al 90% es capaz de despolimerizar sin la degradacién
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quimica de las proteinas, sino por la interrupcién de las interacciones idnicas®’.

1.3.7 “Western Blotting”
La técnica de inmunotransferencia o “Western blotting” es un sistema rapido con una alta
especificidad en la deteccion y caracterizacion de proteinas. Esta técnica se fundamenta en
la capacidad de un anticuerpo para reconocer a su antigeno. El “Western blotting” requiere
de un procedimiento previo de SDS-PAGE de las proteinas y su posterior transferencia
irreversible a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) ®. La transferencia se
basa en el mismo principio que SDS-PAGE en el que se carga un campo eléctrico para
mover las proteinas negativas hacia un electrodo positivo. La transferencia puede ocurrir en
condiciones himedas o semisecas®®. La membrana se trata con un anticuerpo primario
especifico a la proteina blanco formando asi un complejo antigeno-anticuerpo.
Posteriormente, la membrana se trata con un anticuerpo secundario acoplado a la enzima
HRP vy especifico al anticuerpo primario. La membrana se revela cominmente con el
método de deteccidn por quimioluminiscencia cuando la enzima HRP cataliza la oxidacion
de sustratos por el peroxido de hidrégeno, lo que da como resultado un producto coloreado

o fluorescente y la liberacién de luz como subproducto de la reaccion® .
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Figura 11. Deteccion de proteinas por “Western Blotting”. EIl anticuerpo primario se une a la proteina
blanco y posteriormente forma un complejo con el anticuerpo secundario acoplado a HRP. La oxidacion del
sustrato por enzima HRP dard lugar a una sefial quimioluminiscente.
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2. Planteamiento del problema de investigacion

Las ITU son un problema de salud publica y UPEC es el principal agente causal de estas
infecciones®. EI mecanismo de patogenicidad de UPEC inicia con la adherencia de ésta al
uroepitelio, mediante apéndices superficiales definidos como fimbrias. EI gen csgA de la
fimbria curli estd ampliamente distribuido en las cepas clinicas de UPEC. La importancia
de la fimbria curli en la adhesion y colonizacion de UPEC fue descrita en células de vejiga.
Recientemente, los curli fueron descritos como un factor de aptitud de UPEC, siendo estos
un apoyo en la colonizacion y en la modulacion de la respuesta inmune en el tracto
urinario. La proteina estructural CsgA interacciona con proteinas de la matriz extracelular y

del suero, sin embargo, el receptor en el tracto urinario, no ha sido descrito.

2.1 Justificacion
La purificacion de la proteina recombinante CsgA y sus motivos estructurales serdn la base
para en un futuro lograr identificar el receptor especifico de la fimbria curli en el tracto
urinario. Los motivos o estructuras supersecundarias son la combinacion de varias unidades
simples de estructura secundaria que estan organizadas con una geometria especifica, en
este caso, laminas P antiparalelas’’. La proteina CsgA es insoluble por su caracteristica
amiloidea, por esta razén, obtener los motivos estructurales solubles permitira realizar
ensayos de interaccion con proteinas de membrana de células de vejiga y rifidn. Estos datos

apoyaran en la descripcién del mecanismo de patogenicidad de UPEC en el tracto urinario.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general
Establecer un sistema de expresion en E. coli para purificar una proteina recombinante

CsgA y/o sus motivos estructurales, como una molécula soluble

2.2.2 Objetivos particulares

= Realizar el analisis bioinformatico para la amplificacion de las secuencias de interés

= Generar los plasmidos recombinantes para la expresion de la proteina CsgA y sus
motivos estructurales

» Transformar los plasmidos recombinantes en células competentes de la cepa de E.
coli BL21 (DE3)

» Estandarizar las condiciones de purificacion de la proteina CsgA y sus motivos

estructurales
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3. Materiales y Métodos
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k

L

l

[dentificacion de la
secuencia primaria del

Extraccion de ADMN
genomico de la cepa

Transtormacion en la
cepa E. coli BL21

Y
Amplificacion Clonacion en el Purificacion de la
Analisis .
- - » de las regiones »| veetor pLATE » proteina CsgA v
bioinforméatico ! . :
de osgd 31 sus motivos

A

Estandarizacion de
las condiciones de

gen csgd ool 152 expresidn
4 L 4 l v
Ic}entiﬁcac.iﬁn de las nﬂfﬁggic;gf;;]“ Ver ﬁ cacion de Determinacion de la
regiones de interés para ree por transformantes solubilidad
cada amplificado PCR "Colony PCR"
k J  J Y
Diseiio de iniciadores d Purificacion de Purificacion por
e acucrdo al sistema "a los productos de cromatografia de
LICator" de "Thermo PCR afinidad a Ni-NTA
Fisher Scientific” I
 J
Analisis de
proteinas

A

A

A

Cuantificacion
con el kit
"2D-Cluant™

"Western Blotting"”
utilizando anticuerpo
"Anti 6His Tag"

Electroforesis en ge
| de poliacrilamida
"SDS-PAGE"

Figura 12. Diagrama de flujo. En este proyecto se siguid la metodologia sintetizada en el presente diagrama

de flujo.
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3.1 Andlisis bioinformético
La secuencia primaria del gen csgA se obtuvo de la base de datos del NCBI, mientras la
secuencia de aminodcidos se generd con la herramienta “Translate” de ExPasy. En la
secuencia primaria de csgA se identificd la region de secrecion, nucleacion y las 5
repeticiones de laminas beta antiparalelas (Figura 13). La proteina CsgA conteniendo la
secuencia nucleadora N22 fue definida como “CsgA N”, mientras la proteina CsgA solo
conteniendo las repeticiones R1 a R5 fue definida como “CsgA R” (Figura 13). El motivo
1 (M1) incluyé desde la region N22 hasta la repeticion 2 y el motivo 2 (M2) las

repeticiones 2 y 3, mientras, el motivo 3 (M3) las repeticiones 4 y 5 (Figura 13).

Sec

atgaaacttttaaaagtagcagcaattgcagecaatecgtattoctecggtagegetetggecagyt
M K L L K Vv A AR I A A I v F 35 G 5 A L A G

— N22 _—
gttgttcctcagtacggcggcggcggtggcaaccacggtggtggecggtaataacagecggtecocgaat
v vV P Q Y G G G 65 G N H G G G G N N 5 G P N

R1 —_—

tcagagctgaatatttaccagtacggtggeggtaactectgetettgetcagecaagetgacgeecgtaac
5 BE L N I ¥ @Q Y G 6 6 N 5 A L A @Q Q A D A R N

R2
tctgatctgaccattacccagcacggcggcggtaatggcgecagatgtgggeccaaggttctgatgac

s p L T I T Q@ H GG GG GG N G A D V G Q G 5 D D

R3

agctcaatcgatctgactcagcgtggttteggecaacagecgetactcttgatcagtggaatggtaaagat
5 5 I p L T @ R G F G N 5 A T L D g W N G K D

R4

tctactatgactgttaaacagttcggtggcggtaacggtgctgctgttgaccagactgcatectaac
5 T M T V K ¢ F & 6 6 N ¢ B A V D g T B 5 N

RS
tccagcocgttaacgtcactcaggttggectttggtaacaacgcgaccgctcatcagtactaa
5 5 vV N V T g V ¢ F G N N A T A H Qg Y -

- M1 M3 B CsgA N
M2 I CsgA R

Figura 13. Esquema que representa los fragmentos del gen csgA. El disefio de los iniciadores para la
amplificacion de estas secuencias permitira insertarlas en un vector de clonacion.
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Los iniciadores se disefiaron de acuerdo al sistema “al.ICator” de “Thermo
Scientific” y cada par fue analizado con la herramienta oligo analyzer de IDT para conocer
el tamafo, porcentaje de GC y temperatura de fusion (Tm). Asi mismo fue evaluada la
tendencia de cada par de iniciadores a formar dimeros y otras estructuras secundarias. Los
motivos fueron seleccionados por sus propiedades fisicoquimicas y de interaccion, mientras
una revision amplia de otros estudios fue también realizada. La prediccion de las
propiedades fisicoquimicas de CsgA y sus motivos fue realizada con la herramienta

"ProtParam™ de ExPASy.

3.2 Amplificacién de csgA y las regiones que codifican sus motivos estructurales
La amplificacion fue realizada por PCR utilizando como cadena molde el ADN genémico
de la cepa clinica UPEC 529U-0712. La cepa fue sembrada en caldo Luria-Bertani (LB) e
incubada toda la noche en agitacion a 37°C. EI ADN gendmico fue extraido siguiendo el
protocolo del kit “Wizard Genomic DNA Purification Kit” de Promega basado en una
purificacion de cuatro pasos; El primer paso es la lisis de las células, el segundo una
digestion de RNasa. A continuacion, las proteinas celulares se eliminan mediante un paso
de precipitacion con sal, que precipita las proteinas pero deja el ADN gendémico de alto
peso molecular en solucion. Finalmente, el ADN gendmico se concentra y desala mediante
precipitacion con isopropanol’. La concentracién y pureza del ADN obtenido fueron
evaluadas por espectrofotometria de UV de espectro completo utilizando un
espectrofotometro NanoDrop™ 2000, mientras la calidad con electroforesis en gel de

agarosa.

37



Las condiciones de reacciéon establecidas fueron las siguientes: 30 ciclos de
predesnaturalizacion por 2 minutos a 98°C, desnaturalizacion por 15 segundos a 98°C,
alineamiento por 30 segundos a 60°C, extension 30 segundos a 72°C y una extension final
de 1 minuto a 72°C.

Los productos de PCR fueron purificados siguiendo el protocolo del kit “DNA
Clean & Concentrator Kit” de “Zymo Research” que facilita la eliminacion de ADN
polimerasas y dNTP libres™. EI ADN eluido fue utilizado para la clonacion en el vector de

expresion pLATE3L.

3.3 Reaccion de clonacion en el vector pLATE31
La clonacion se realizd de acuerdo al protocolo del manual “aLICator Ligation
Independent Cloning and Expression System” de “Thermo Scientific™®. La mezcla de
reaccion de LIC para obtener los extremos cohesivos incluyd:
1) 0.1 picomoles de producto de PCR purificado
2) 2 uL de 5X tampon LIC
3) 1 uL de polimerasa T4 (1 U/ uL)
4) agua libre de nucleasas cuanto baste para 10 puL

La mezcla de reaccion LIC fue incubada durante 5 minutos y esta fue detenida
adicionando 0.6 uL de EDTA (0.5 M). La reaccion de alineamiento conteniendo el inserto
con los extremos cohesivos fue adicionada con 1 pL del vector pLATE31 e incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos. Posterior a la incubacion, la reaccion de alineamiento
fue concentrada para su transformacion en la cepa E. coli BL21 (DE3) por el método de

electroporacién.
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3.4 Transformacion del vector de expresion por electroporacion
Las bacterias para ser transformadas por electroporacion, necesitan en un estado
electrocompetente.

La cepa de E. coli BL21 (DE3) fue cultivada por toda la noche en 5mL de caldo LB
a 37°C y en agitacion continua. El subcultivo de la cepa fue realizado en 20 mL de caldo
LB y fue incubado en agitacion a 37°C por 3 horas hasta alcanzar una densidad Optica de
0.6 a una longitud de onda de 540nm. El cultivo fue centrifugado 10 min a 4000 rpm a 4°C
para obtener el paquete celular y este fue lavado 4 veces con agua inyectable estéril para
eliminar las sales y moléculas del medio de cultivo.

La mezcla de vector e inserto fue incubada a 4°C para favorecer la union y
alineamiento de la construccién con la bacteria. Esta suspension contenia 100 pL de
bacterias con 3uL de reaccion de clonacién y fue colocada en una celda de electroporacion.
La celda conteniendo la suspensién fue electroporada aplicando un pulso de 1800 V usando
un " ECM 399 Electroporation System™ de "BTX Harvard Aparatus”. Inmediatamente, la
suspension celular fue recuperada en 1 mL de caldo LB atemperado e incubada una hora
para su recuperacion. Las bacterias transformadas fueron sembradas en una placa de agar

LB suplementado con ampicilina e incubadas toda la noche a 37°C.

3.5 Verificacion de transformantes por PCR en colonia
Las bacterias transformadas fueron seleccionadas por su crecimiento en LB suplementado
con ampicilina; las cuales contienen el vector pLATE31 con su gen asociado a la
resistencia a ampicilina. Estas colonias transformantes fueron verificadas también por PCR
para confirmar la presencia del inserto del ADN clonado. Cada colonia obtenida fue

colocada en la mezcla de reaccion (PCR Master Mix de Promega) conteniendo iniciadores
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especificos para el vector. La PCR fue realizada durante 25 ciclos con las siguientes
condiciones: predesnaturalizacion por 3 minutos a 95°C, desnaturalizacion por 30 segundos
a 94°C, alineamiento por 30 segundos a 58°C y un tiempo de extension de 1 minuto a
72°C. La amplificacion fue evaluada un gel de agarosa 1.5 % mediante electroforesis y
tincion con bromuro de etidio, esperando detectar bandas correspondientes con la talla

molecular del vector.

3.6 Verificacion de la expresién de proteinas y ensayos de solubilidad
La expresion de proteinas es regulada por el operén lac y es inducida por isopropil p-d-1-
tiogalactopiranosido (IPTG). Este compuesto es un analogo no hidrolizable de la lactosa
capaz de unirse al represor Lacl”.

Las bacterias transformadas con su correspondiente vector de expresion fueron incubadas
a 37°C durante toda la noche. A partir de este cultivo, 50 pL fueron inoculados en 10 mL
de caldo LB e incubados a 37°C durante 3 horas hasta alcanzar una densidad Optica de 0.6 a
una longitud de onda de 540nm.

Una alicuota de 5 mL fue obtenida y utilizada como control sin inducir; mientras el resto
fue suplementado con 1 mM de IPTG e incubada en agitacion a 37°C durante 5 horas.

Ambas muestras (inducida y sin inducir) fueron centrifugadas a 4000 rpm a 4°C por 10
minutos y el paquete celular fue resuspendido en 3uL de tampdn de carga para SDS-PAGE
(62.5 mM Tris-HCI1, 25% glicerol, 2% SDS, B mercaptoetanol y 0.01% azul de
bromofenol). La muestra fue lisada por ebullicion durante 10 minutos y 12uL fueron
analizados por SDS-PAGE al 14%. Esta técnica fue efectuada en una camara de
electroforesis vertical “Mini-PROTEAN Tetra Cell” a 100V durante dos horas utilizando

una fuente de poder “PowerPac HC High- Current Power Supply” de Bio Rad.
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Bajo las mismas condiciones, ambos pellets (inducido y sin inducir) fueron
resuspendidos en 500 ul de tampodn de sonicacion (50 Mm NaH,PO,4, 300 mM NacCl, 10
Mm Imidazol; pH 8) suplementado con 1 mg/mL de lisozima. La lisis completa de las
células bacterianas fue realizada por sonicacion con 65% de amplitud durante 5 minutos,
utilizando intervalos de pulsos de 10 segundos. El lisado fue centrifugado a 4°C durante 10
min a 4000 rpm y el paquete celular obtenido fue considerado la fraccion insoluble y el
sobrenadante definido como la fraccion soluble. Ambas fracciones fueron analizadas por
duplicado usando SDS-PAGE, de los cuales, uno fue tefiido con azul de Coomassie para

evaluar la expresion de la proteina y el otro utilizado para Western blotting.

3.7 “Western blotting”

El gel de poliacrilamida fue transferido a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF). Las almohadillas fueron humedecidas en tampon de transferencia (25mM Tris,
192 mM glicina, 20% metanol y 0.1% SDS) y una fue colocada en la celda de electro
transferencia semi himeda “Trans-Blot SD Semi-Dry Cell” de Bio-Rad. La membrana de
PVDF fue activada con metanol y colocada encima de la almohadilla, sobre esta, fue
colocado el gel, seguido de la segunda almohadilla. La fuente de poder “PowerPac HC
High- Current Power Supply” fue ajustada para el corrimiento a 20V por una hora.

La membrana de PVDF fue tefiida con rojo Ponseau para confirmar la transferencia,
lavada y bloqueada con TBS-leche al 5% durante toda la noche a 4°C. La membrana
blogueada fue lavada tres veces con TBS-Tween al 0.05% e incubada por una hora con 1
mL del anticuerpo primario IgG de raton “Anti-6X His tag®” de abcam diluido 1:1000. El
anticuerpo primario fue lavado tres veces e incubado durante una hora con 1mL de

anticuerpo secundario “Rabbit Anti-Mouse 1gG H&L (HRP)” acoplado a HRP en dilucion
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1:1000 con TBS. El revelado fue realizado con el kit “Immobilon™ Western
Chemiluminescent HRP Substrate” y visto con el sistema de imagen “FUSION-FX7-

SPECTRA”'®.

3.8 Purificacion de la proteina CsgA y sus motivos estructurales

Los resultados obtenidos en los ensayos de solubilidad determinaron las condiciones de
expresion y purificacion de las proteinas CsgA N y R, incluyendo los motivos 1 al 3.
Interesantemente los motivos M1y M3 fueron purificados en condiciones nativas, mientras
las proteinas CsgA N y R, incluyendo el M2 fueron purificados por condiciones
desnaturalizantes.

La purificacion en condiciones nativas fue realizada como se describe a continuacion:
1) Las cepas de E. coli BL21 con los plasmidos pLATE-csgAM1 y pLATE-csgAM3 fueron
cultivadas e inducidas bajo las condiciones establecidas en la seccion de “Verificacion de la
expresion de proteinas y ensayos de solubilidad”
2) El cultivo inducido fue centrifugado a 4°C a 5,500 rpm durante 15 minutos y el paquete
celular fue pesado
3) Por cada gramo de bacteria se le adicionaron 5 mL de tampdn de lisis (50 mM NaH,PQ,,
300 mM NaCl, 15 mM Imidazol; pH 8) suplementado con 1 mM de lisozima e incubando
30 minutos en hielo
4) La solucion de bacterias fue sonicada en hielo durante 10 minutos con intervalos de 10
segundos de pulsos a una amplitud de 65%
5) La solucion bacteriana sonicada fue suplementada con 100 mM de fluoruro de

fenilmetilsulfonilo (PMSF) y se centrifug6 a 13,000 rpm durante 15 min a 4°C
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6) El sobrenandante fue separado e incubado en agitacion con 3 mL de la resina Ni-NTA
durante 1 horaa 4°C
7) La resina Ni-NTA fue empaquetada en una columna de vidrio para su proceso de lavado
y elucion. Los lavados se realizaron por triplicado con 10 mL de solucion de lavado (50
mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol; pH 8), mientras la elucion fue realizada
con 5 mL de solucién de elucion (50 mM NaH,;PO,4, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazol; pH
8) y almacenadas a -20°C hasta su uso.

La purificacion en condiciones desnaturalizantes fue realizada como se describe a
continuacion:
1) Las cepas de E. coli BL21 con los plasmidos pLATE-csgaM2, pLATE31-csgaN y
PLATE31-csgaR fueron cultivadas e inducidas bajo las condiciones establecidas en la
seccion de “Verificacion de la expresion de proteinas y ensayos de solubilidad”
2) El cultivo inducido fue centrifugado a 5,500 rpm durante 15 minutos a 4°C y el paquete
celular fue obtenido
3) El paquete celular fue resuspendido en 20 mL de tampon desnaturalizante (100 mM
NaH,PO,, 10 mM Tris-Cl, 6 M GuHCI; pH 8) e incubado durante 3 dias a temperatura
ambiente
4) Posterior a la desnaturalizacion de todos los componentes bacterianos, esta solucion fue
sonicada y empaquetada en una columna de vidrio para su proceso de lavado y elucion. Los
lavados se realizaron por triplicado con 10 mL de solucién de lavado (50 mM NaH2PO4,
300 mM NaCl, 20 mM Imidazol; pH 8), mientras la elucion fue realizada con 5 mL de
solucion de elucion (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazol; pH 8) y

almacenadas a -20°C hasta su uso.
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Las proteinas obtenidas de ambas purificaciones fueron evaluadas por SDS-PAGE
al 14% a 100V durante dos horas y “Western blotting”, mientras la cuantificacion de estas
fue realizada usando el kit "2-D Quant" de "GE Healthcare" el cual funciona precipitando
cuantitativamente las proteinas y dejando sustancias interferentes en la solucién. El ensayo
se basa en la union especifica de los iones de cobre a las proteinas, las proteinas
precipitadas se resuspendieron en una solucion que contiene cobre y el cobre no unido se
mide con un agente colorimétrico. Por lo tanto, la intensidad del color es inversamente

proporcional con la concentracion de proteinas. .

3.9 Didlisis
Las proteinas obtenidas en condiciones desnaturalizantes fueron replegadas mediante
dialisis en las condiciones descritas por Luna-Pineda y colaboradores en 2016; usando un
gradiente de urea de 7 a 1 M en tampon de didlisis (Tris 25 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM y
EDTA 0,5 mM). La incubacion se realizé durante 24 h a 4°C y las proteinas fueron

conservadas en tampén de dialisis sin urea a -70° C®,

3.10 Despolimerizacion con &cido férmico
La proteina CsgA, asi como sus motivos estructurales, posee estructura amiloidea y el acido
férmico permite la desagregacion de estas proteinas amiloideas para su corrimiento por
SDS-PAGE. Las proteinas fueron secadas por una hora al vacio a 65°C utilizando el equipo
"SAVANT ISS110 SpeedVac Concentrator* de Thermo Electron Corporation.
Posteriormente, fue afiadido el acido formico al 90% en proporcion 1:5 e incubado por 24
horas a -70°C. La mezcla proteina/ acido férmico fue secada al vacio y a 65°C durante dos

horas hasta lograr la evaporacion total del liquido, en seguida, la pastilla fue resuspedida en
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12 uL del tamp6n 1 (20mM Tris-HCI, 2% SDS y 50mM DTT)®’.

El buffer de carga para PAGE fue afiadido a la muestra y neutralizado con Tris-HCI 1M
hasta alcanzar el vire de amarillo a azul para su anélisis por SDS- PAGE. Adicionalmente,
el SDS-PAGE para los motivos estructurales fue modificado, adicionando 5 pL de una
solucidén alcohdlica del colorante rojo Congo al 0.2% antes del tratamiento con el acido
férmico. Los geles fueron preparados al 18% con 30% urea, siguiendo el protocolo "Very

Low Molecular Weight Proteins Electrophoresis Protocol” recuperado de bio-101"°.
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4. Resultados

4.1 Disefio de iniciadores y prediccion de propiedades fisicoquimicas

Los iniciadores obtenidos a partir de la secuencia de CsgA presentaron una longitud entre

42y 44 bases, los cuales incluyen las secuencias complementarias al vector pLATE31 de

19 bases para el 5y de 21 bases para el 3". El andlisis de las secuencias de cada

oligonucle6tido proporcion6 datos como: su temperatura de fusion (Tm) y el porcentaje de

enlaces Guanina-Citosina (%GC) descritos en la Tabla 1. Estos datos fueron empleados

para establecer las condiciones de PCR.

Tabla 1. Iniciadores para la amplificacion de las distintas regiones del gen csgA.

Nombre Secuencia Tamafio %GC | Tm(°C)
(bases)

F- N22 AGAAGGAGATATAACTATGGGTGTTGTTCCTCAGTACGGCGGCG 44 50 67.5
F-R2 AGAAGGAGATATAACTATGTCTGATCTGACCATTACCCAGCACG 44 43.2 64.3
F- R4 AGAAGGAGATATAACTATGTCTACTATGACTGTTAAACAGTTCG 44 34.1 60.2
R-R2 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTCATCAGAACCTTGGCCCAC 42 59.5 714
R-R4 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTTAGATGCAGTCTGGTCAAC 42 54.8 69.1
R- R5 GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTACTGATGAGCGGTCGCGTT 42 59.5 71.9

La prediccion de las caracteristicas fisicoquimicas de cada variante de la proteina

CsgA incluye el peso molecular, nUmero de aminoacidos y punto isoeléctrico tedrico

descritos en la Tabla 2. Estos datos fueron esenciales para establecer las condiciones de la

SDS-PAGE en cada proteina y variables de esta.
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Tabla 2. Prediccion de las propiedades fisicoquimicas de la proteina CsgA y sus motivos estructurales.

Proteina Numero de aminoacidos Peso molecular (kDa) pl tedrico

CsgA N 140 141 5.72

CsgAR 117 121 5.58
M1 76 7.5 5.78
M2 53 5.6 5.63
M3 49 5.1 7.06

4.2 Amplificacion de csgA y las regiones que codifican sus motivos estructurales
La secuencia que codifica para la proteina CsgA R fue amplificada y clonada en un estudio
previo’®. La secuencia para la proteina CsgA N es de 396 pares de bases (pb), sin embargo,
los extremos complementarios al vector pLATE 31 aumentaron el fragmento amplificado
con 436 pb (Figura 14A). Las secuencias que codifican para los motivos estructurales de
CsgA fueron especificos y tuvieron los siguientes pesos moleculares: M1 mostré un
amplificado de 244 pb y M2 con 173 pb, mientras, el amplicon M3 mostrd 163 pb (Figura

14B).

47




A Tamai
) ) B) '(;':)° MM ML M

Figura 14. Amplificacion de las secuencias que codifican para la proteina CsgA N y sus motivos
estructurales. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los diferentes amplicones generados por PCR. A)
El carril MM corresponde al marcador de peso molecular de 100 pb (GeneRuler 100 bp DNA Ladder) vy el
carril csgAN corresponde al amplicén csgAN de 436 pb. B) El carril MM corresponde al marcador de peso
molecular de 100 pb, mientras, los motivos estructurales estan incluidos en los carriles M1, M2 y M3 con
amplicones de 244, 175y 163 pb, respectivamente.

Los amplicones obtenidos fueron purificados por columna y mostraron el mismo patron
al obtenido en el gel de agarosa previo. La cuantificacion de los diferentes amplicones
mostraron las siguientes concentraciones: csgA N con 34.7 ng/uL, M1 90.37 con ng/uL,
M2 con 70.7 ng/uL y M3 con 37 ng/uL. Adicionalmente, la relacion Aggo/Azgo fue obtenida
entre 1.7 y 1.9, indicativo de la pureza de los diferentes amplicones. Los amplicones
purificados fueron utilizados para la clonacion en el vector pLATE31, los cuales fueron

definidos como: 1) pLATE31-csgAN; 2) pLATE31-csgAML1; 3) pLATE31-csgAM2; y 4)

pPLATE31-csgAMS3.
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4.3 Verificacion de la clonacién y transformacion de los vectores de expresion
La verificacion de transformantes consiste en identificar las colonias en las que se inserto
el vector correctamente amplificando la secuencia del pldsmido. El anélisis por PCR de las
4 colonias obtenidas para el vector pLATE31-csgAN mostr6 amplicones especificos s6lo en

las colonias 2 y 3 con un amplificado de 601 pb (Figura 15).

Tamaio MM 1 2 3 4
@b) [T AR 2

500 - ‘

Figura 15. Verificacion por PCR de probables transformantes con el vector de expresion pLATE31-
csgAN. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8% de los amplicones generados por PCR en colonia. En el
carril definido como MM se encuentra el marcador de peso molecular de 100pb (GeneRuler 100 bp DNA
Ladder), mientras los carriles numerados (1-4) corresponden a las colonias transformadas. Las colonias 2 y 3
presentan amplicones especificos de 601 pb y fueron definidos como transformantes positivas al vector
pLATE31-csgAN.
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Cinco colonias probables transformantes con el vector pLATE31-csgAM1 fueron
también evaluadas por PCR, mostrando solo 3/5 colonias el amplicon especifico de 449 pb
(Figura 16A). Mientras, cuatro colonias probables transformantes con el vector pLATE31-
CcsgAM2 y cinco con pLATE31-csgAM3 mostraron los amplicones de 380 y 368 pb,
respectivamente correspondientes al tamafio del vector insertado en cada caso (Figura

16B).

A) Tamaio ax B) Tamaiio e e

p» MM C 1 2 3 4 5 W a1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 16. Verificacion por PCR de las probables transformantes con los vectores pLATE31- csgA M1,
pLATE31- csgA M2 y pLATE31- csgA Ma3. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8% de los amplificados
generados por PCR en colonia. A) El carril MM corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb (1 Kb
Plus DNA Ladder) y el carril C al plasmido control pLATE31-Cm. Los carriles 1-5 corresponden a colonias
transformadas con el vector pLATE31-csgAML1 y las colonias positivas (1,3 y 4) muestran un amplificado de
449 pb. B) El carril marcado como MM corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb (1 Kb Plus DNA
Ladder), mientras los carriles 1-5 corresponden a las colonias transformadas con el vector pLATE31-csgAM2.
Los carriles 6-10 corresponden a colonias transformadas con el vector pLATE31-csgAM3 y las colonias
positivas muestran amplificados de 380 y 368 pb, respectivamente.
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4.4 Determinacion de la solubilidad y condiciones de expresion de las proteinas
La proteina CsgA R fue detectada en la fraccion insoluble, confirmando lo reportado
previamente’®. Esta protefna tiene un peso molecular aproximado de 12.1 kDa, sin
embargo, la evaluacion con “Western blotting” mostré una banda de aproximadamente 36
kDa en la fraccion insoluble, probablemente por la formacién de agregados amiloideos
(Figura 17A). Mientras, la evaluacion por SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie
mostro la sobre expresion de esta proteina en el peso molecular identificado por “Western

blotting” en la fraccion insoluble posterior a la induccion con IPTG (Figura 17B).

A) CsgAR B) CsgAR
Sin X Sin
Inditc Inducida W Inducida
Tamaiio MM Ins  Sol Ins  Sol Tamaio MM Ins Sol Ins  Sol
(kDa) (kDa)
2 'r ; : | -
pu— =
25 - '
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Figura 17. Ensayo de solubilidad para la proteina CsgA R. Anélisis de las fracciones solubles e insolubles
por “Western Blotting” y SDS-PAGE para la proteina CsgA R. A) Membrana de “Western Blotting” usando
anticuerpo anti 6x his tag y revelado por quimioluminiscencia. B) SDS- PAGE y posterior tincion azul de
Coomassie de las fracciones soluble e insoluble con o sin induccién con IPTG 1 mM.
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Bajo las mismas condiciones, la proteina CsgA N fue identificada en la fraccion
insoluble con un peso molecular de aproximadamente de 38 kDa por la probable
oligomerizaciéon de esta proteina (Figura 18). Sin embargo, tres bandas poco visibles

fueron identificadas en la fraccion insoluble con peso molecular de aproximadamente 14,

38y 84 kDa (Figura 18).
CsgAN CsgAN
A) B)
Sia Inducida 5 Inducida
Inducir e Inducir
Tamatio A\f Ins Sol Ins  Sol Tamado NI\l Ins Sol Ins  Sol
(kDa) (kDa)

et T ot

Figura 18. Evaluacién de la solubilidad para la proteina CsgA N. Andlisis de las fracciones solubles e
insolubles por Western Blotting y SDS-PAGE para la proteina CsgA N. A) Membrana de Western Blotting
usando anticuerpo anti 6x his tag y revelado por quimioluminiscencia. B) SDS- PAGE y posterior tincion azul
de Coomassie de las fracciones soluble e insoluble con o sin induccion con IPTG 1 mM.

Por otro lado, los motivos M1, M2 y M3 de la proteina CsgA fueron identificados
en ambas fracciones (soluble e insoluble) con diferentes conformaciones oligoméricas
(Figuras 19-21). Sin embargo, solo en las fracciones solubles se identifica una banda de
bajo peso molecular para los motivos M1y M2 de la proteina CsgA (Figura 19 y 21). Las

bandas de menor peso molecular del motivo M3 fueron identificadas en la fraccion
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insoluble (Figura 21). Estos datos fueron la base para la seleccion de la purificacion en

condiciones nativas para los motivos estructurales de la proteina CsgA.

Figura 19. Evaluacion por Western blotting de la solubilidad de los motivos estructurales M1y M2.
Anélisis de Western blotting usando un anticuerpo anti 6x his tag y revelado por quimioluminiscencia. En
ambos casos se evalug las fracciones solubles e insolubles sin inducir e inducidas con 1 mM de IPTG.

Figura 20. Evaluacién por SDS-PAGE de la solubilidad de los motivos estructurales M1y M2. Analisis
de SDS- PAGE vy posterior tincion con azul de Coomassie para las fracciones solubles e insolubles de los
motivos estructurales M1 y M2 de la proteina CsgA. En ambos casos se evaluaron las fracciones solubles e
insolubles sin inducir e inducidas con 1 mM de IPTG.
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Figura 21. Evaluacion de la solubilidad del motivo estructural M3. Analisis de las fracciones solubles e
insolubles por “Western Blotting” y SDS-PAGE para el motivo estructural M3 de la proteina CsgA. A)
Membrana de “Western Blotting” usando anticuerpo anti 6x his tag y revelado por quimioluminiscencia. B)

SDS- PAGE vy posterior tincion azul de Coomassie de las fracciones soluble e insoluble con o sin induccién
con IPTG 1 mM.
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4.5 Purificacién de la proteina CsgA y sus motivos estructurales
Todos los motivos estructurales de la proteina CsgA fueron purificados en condiciones
nativas, sin embargo, solo los motivos M1 y M3 fueron identificados posterior al analisis
por SDS-PAGE (Figura 22). Interesantemente, la elucion del motivo M1 mostré cinco
bandas de diferente peso molecular, indicando la formacion de agregados proteicos
oligoméricos (Figura 22A). Mientras, la elucion del motivo M3 mostro un mayor grado de

agregacion con 9 o mas bandas identificadas posterior al anélisis de SDS-PAGE (Figura

22B).
A) Ml B) M3
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Figura 22. SDS-PAGE de los diferentes pasos de purificacién bajo condiciones nativas de los motivos
estructurales M1 y M3. SDS- PAGE al 14% vy posterior tincion con azul de Coomassie de los motivos
estructurales M1 (A) y M3 (B). En ambos casos el carril MM corresponde al marcador de peso molecular dual
color de BioRad, mientras los siguientes carriles fueron definidos como a continuacion: post columna (Post
C), lavado y elucion de los motivos estructurales de la proteina CsgA.

EIl motivo estructural M2 fue purificado nuevamente usando condiciones desnaturalizantes,

incluyendo las proteinas CsgA R, CsgA N (Figuras 23 y 24). La elucion del motivo M2
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mostré bandas de diferentes pesos moleculares con una banda de mayor intensidad de
aproximadamente 20 kDa, sugiriendo la formacién de agregados, aun bajo las condiciones
desnaturalizantes (Figura 23). La elucion de la proteina CsgA N mostré un menor nimero
de bandas, pero de mayor peso molecular bajo las mismas condiciones de purificacion

(Figura 23).

CsgAN M2

Tamarfio

(kDa)

MM Lavado Elucion Lavado Elucion Lavado Elucion
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Figura 23. SDS-PAGE de los diferentes pasos de purificacion bajo condiciones desnaturalizantes de la
proteina CsgA N y su motivo estructural M2. SDS- PAGE al 16% y posterior tincién con azul Coomassie
de la proteina CsgA N y su motivo estructural M2. El carril MM corresponde al marcador de peso molecular
dual color de BioRad, mientras los siguientes carriles fueron definidos como a continuacion: post columna
(Post C), lavado y elucién para cada caso.
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Interesantemente, la elucion de la proteina CsgA R mostr6 una banda de
aproximadamente 12 kDa bajo las mismas condiciones de purificacion (Figura 24). Estos
datos indican que las condiciones con el agente caotrépico fue capaz de desnaturalizar a la

proteina CsgA R y mantenerla en estado monomerico (Figura 24).

CsgAR

Tamadio  ypy; postc Lavado  Elucién

Figura 24. SDS-PAGE de los diferentes pasos de purificacion bajo condiciones desnaturalizantes de la
proteina CsgA R. SDS- PAGE al 16% y posterior tincién con azul Coomassie de la proteina CsgA R. El
carril MM corresponde al marcador de peso molecular dual color de BioRad, mientras los siguientes carriles
fueron definidos como a continuacién: post columna (Post C), lavado y elucién de la proteina CsgA R.
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4.6 El tratamiento con acido formico despolimeriza los agregados proteicos
El 4cido férmico ha sido descrito como un agente que permite la despolimerizacion de
proteinas con caracteristicas amiloideas tal como la proteina CsgA. El tratamiento de la
proteina CsgA N con este &cido mostrd que la despolimerizacién es dependiente del tiempo

(Figura 25).

CsgAN

MM ST RC AF ST RC AF ST RC AF

Tamano
(kDa)

75—
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Figura 25. Tratamiento de la proteina CsgA N con rojo Congo y acido formico al 90%. Analisis de SDS-
PAGE 16% con posterior tincion con azul de Coomassie, previamente las muestras fueron tratadas con 50 uL
de 4cido formico, secadas y resuspendidas en amortiguador de carga 2X. El carril MM corresponde al
marcador de peso molecular, mientras el carril ST corresponde a las proteinas sin tratamiento; el carril RC
corresponde al tratamiento previo con rojo Congo; y el carril AF corresponde al tratamiento previo con acido
férmico.
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Los motivos estructurales fueron también tratados con &cido férmico al 90% y solo
bajo esta condicién se pudo identificar los motivos estructurales M1, M2 y M3 en estado

monomeérico con un peso molecular de 7.5, 5.6 y 5.1 kDa, respectivamente (Figura 26).

M1 M2 M3

MM ST AF ST AF ST AF

Tamarno

(kDa)

25—

20 -
15 -
10 -

Figura 26. Tratamiento de los motivos estructurales de la proteina CsgA con &cido formico al 90%.
Andlisis de SDS-PAGE 16% con posterior tincién con azul de Coomassie, previamente las muestras fueron
tratadas con 50 pL de 4cido formico, secadas y resuspendidas en amortiguador de carga 2X. El carril MM
corresponde al marcador de peso molecular, mientras el carril ST corresponde a las proteinas sin tratamiento y
el carril AF corresponde al tratamiento previo con acido férmico.
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5. Discusién

La proteina CsgA, subunidad estructural de la fimbria curli, establece una primera
interaccion con la célula hospedadora, mejorando la colonizacion de UPEC en el tracto
urinario®®. El encontrar una variante de CsgA soluble permitiria profundizar en el estudio
del papel esta fimbria en el mecanismo de patogenicidad de UPEC y en un futuro
identificar su receptor en el tracto urinario. La solubilidad de las proteinas se encuentra
estrechamente relacionada con su correcto plegamiento y funcién.

En este estudio fue generado un sistema para la clonacion y expresion de la proteina
recombinante CsgA, asi como sus motivos estructurales. Los iniciadores para cada variante
de la proteina fueron disefiados con las regiones descritas para el sistema LIC®. En todos
los disefios, la regidn Sec que codifica para el péptido sefial fue eliminada. El péptido sefial
(Sec) se encuentran en el extremo N-terminal de las proteinas destinadas a ser secretadas®.
Esta secuencia generalmente se elimina en la proteina madura o también llamada
procesada, permitiendo la presencia de la proteina CsgA en el espacio citoplasmatico para
su posterior purificacion.

La capacidad de CsgA de unirse a proteinas ha sido descrita en otros estudios. Los
péptidos sintéticos responsables de la unién a proteinas de suero humano fueron descritos
por Olsén y colaboradores*. Estos péptidos se encuentran en la regién amino y carboxilo
de CsgA, abarcando N22-R1y R4-R5; ademas, estos fueron descritos como solubles*. La
proteina CsgA y sus variantes tuvieron diferencias importantes en la expresion y
solubilidad. CsgA N, CsgA R y M2 fueron insolubles, las cuales fueron identificadas en
cuerpos de inclusion. La caracteristica amiloidea de CsgA fue confirmada por SDS-PAGE
en este estudio y por otros grupos de investigacion, formando agregados intracelulares®®®.,

Los cuerpos de inclusion fueron solubilizados con hidrocloruro de guanidina, un agente
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caotropico que rompe interacciones electrostaticas entre las proteinas y permite la
desnaturalizacion de CsgA%. Adicionalmente, las proteinas fueron dializadas para replegar
después de la purificacion y eliminar contaminantes para su posterior uso®.

Los motivos estructurales M1 y M3 fueron solubles, sin embargo también forman
agregados. La formacién de agregados ocurre por la presencia de segmentos que pueden
formar una interfaz estrechamente complementaria con otro segmento idéntico o por
interacciones inespecificas entre estas®*. Un estudio realizado por Perov y colaboradores
mostré la capacidad amiloidea entre las diferentes regiones de CsgA. Las regiones
ssLNIYQYs0, 471YQYGGs, y 137VTQVGFy4, tuvieron la mayor capacidad amiloidea,
interesantemente estas secuencias estan comprendidas en las repeticiones R1 y R5%. El
motivo M1 generado en este estudio contiene dentro de su secuencia a ssLNIYQYso y
471YQYGGs,. Mientras, el motivo M3 contiene la secuencia 137VTQVGFy4,. ES importante
mencionar que estos motivos estructurales también contienen la secuencia descrita en CsgA
como responsable de la interaccion con diferentes proteinas de suero, tales como:
fibronectina, fibrindgeno, plasmindgeno, activador tisular de plasminégeno, H- cinindgeno,
factor XII, antigeno MHC-I y p,-microglobulina®. Por esta razén, los motivos estructurales
M1 y M3 generados en este estudio pueden ser candidatos en un futuro para la
identificacion del receptor de la fimbria curli en el tracto urinario.

Las proteinas y sus motivos estructurales formaron agregados resistentes a SDS y
DTT, por este motivo fueron tratadas con acido férmico al 90% para su despolimerizacion.
El &cido férmico a diferencia de otros &cidos y tratamientos no degrada las proteinas por la
ruptura de los enlaces peptidicos®’. Este tratamiento permitié identificar a las proteinas en
su estado monomérico, confirmando asi la funcionalidad del sistema para la obtencion de la

proteina recombinante CsgA y sus motivos estructurales.
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La expresion de CsgA y sus motivos estructurales podria optimizarse realizando
modificaciones en las condiciones de expresion a las que es sometida la bacteria con la
finalidad de obtener fragmentos monomeéricos. Por otro lado, técnicas més finas de
purificacion y caracterizacion son requeridas para los candidatos solubles M1y M3.

La proteina CsgA tiene caracteristicas fisicoquimicas amiloideas y su naturaleza es
generar agregados moleculares, por este motivo, es complicado obtener una conformacion
soluble de la proteina completa. Los motivos estructurales pueden ser una estrategia viable
para obtener una molécula soluble, como fue el caso de M1 y M3, sin embargo, estas
pueden formar agregados posterior a la purificacion por efecto de la concentracion y la
temperatura. Estos motivos son importantes en la interaccion con proteinas de suero y de la
matriz extracelular, sin embargo no se tienen ningun antecedente de la capacidad de estos
de unirse algin componente proteico de membrana de las células de vejiga y/o rifion. Los
siguientes estudios requieren de andlisis finos como: ensayo de retardo de movilidad
electroforético (Electrophoretic Mobility Shift Assay), espectrometria de masas-MALDI

TOF/TOF y calorimetria de titulacion isotérmica.
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6. Conclusiones
Se realiz6 el andlisis bioinformético y se logré amplificar las secuencias de interés del gen
csgA con lo que se generaron exitosamente los plasmidos recombinantes pLATE31-csgAN,
PLATE31-csgAM1, pLATE31l-csgAM2 pLATE31-csgAM3 para la expresion de la
proteina CsgA y sus motivos estructurales.

Se pudo establecer un sistema de expresion en E. coli para la proteina CsgA y sus
motivos estructurales, sin embargo solo M1 y M3 fueron identificadas como moléculas
solubles. Estos motivos podran ser usados en un futuro para la basqueda del receptor de

curli en el tracto urinario.
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