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GLOSARIO

Antimicrobiano. Agentes que actlan sobre estructuras o funciones bacterianas, ya
sea inhibiendo su membrana, alterando la integridad de la membrana citoplasmica,

impidiendo la sintesis proteica o funciones de acidos nucleicos (Molina-Lépez, 2015).

Endolisina. Enzima producida por fagos para hidrolizar el peptidoglicano desde el

interior de la célula y liberar la progenie (Borysowski, et al, 2006).

Enlazador. Secuencia no estructurada que conecta dominios cataliticos con médulos

de union.
Enzima. Proteinas que catalizan reacciones quimicas (Segovia & Soberén, 2007).
Fago. Virus que infecta y se replica dentro de células bacterianas.

Péptido catidonico. Moléculas de bajo peso molecular constituidos por menos de 50
aminodacidos, con carga positiva por su contenido de arginina y lisina (Pushpanathan,
Gunasekaran, & Rajendhran, 2013).

Proteina. Polimeros lineales constituidos por mas de 50 aminoacidos distintos, unidos

por enlaces covalentes (Mckee & Mckee, 2003).

Resistencia bacteriana. Mecanismo mediante el cual la bacteria puede disminuir la

accion de los agentes antimicrobianos (Fernandez-Riveron, et al, 2003).

In silico. Uso de softwares informaticos para realizar simulaciones biologicas

empleando modelos mateméticos (Fina, Lombarte, & Rigalli, 2013).

Vi



RESUMEN

La resistencia bacteriana es una problemética particularmente critica para bacterias
patdogenas Gram-negativas por la membrana externa que poseen. Por ello actualmente
se ha propuesto como una alternativa el disefio racional de proteinas quiméricas para
generar antimicrobianos con actividad potencializada y menor probabilidad de generar
dicha resistencia. Y bajo esta premisa en este trabajo realizamos el disefio racional de
una nueva endolisina quimérica (denominada LysVPMS1-PCNP), a partir del analisis
estructural de la endolisina silvestre (LysVPMS1) proveniente del fago VPMSL1. La cual
se sabe ejerce actividad litica sobre células sensibilizadas del género Vibrio. Esto con
el objetivo de potencializar su actividad bacteriolitica contra Vibrio parahemolyticus,
dado las serias pérdidas econdmicas que provoca esta bacteria en la industria acuicola.
Para ello modificamos el dominio N-terminal de LysVPMS1 fusionando un péptido
policationico (PCNP). Corroboramos el disefio realizando analisis in silico mediante
acoplamiento molecular (Autodock vina 1.11.2) y observamos la presencia del
aminoacido Glutdmico 135 en los sitios cataliticos de LysVPMS1, el cual también se
encontr6 presente en LysVPMS1-PCNP como Glutamico 144. Los modelos
demostraron ademas que la nueva proteina es termodindmicamente estable y que el
péptido se encuentra expuesto. Para probar la actividad primero se obtuvo la proteina
recombinante y posteriormente se realiz6 un ensayo para medir la actividad muralitica
relativa contra células sensibilizadas de V. parahaemolyticus, en donde la endolisina
quimérica mostrd 5.8 veces mas actividad que la silvestre. Los resultados comprobaron
qgue a partir del andlisis in silico se puede realizar el disefio racional de una proteina
qguimérica, en donde ademas la modificacion es estable ya que pudo ser producida via
recombinante. Obteniendo ademas una mayor actividad muralitica dado que esta nueva
endolisina presenta mayor capacidad litica sobre células sensibilizadas en un menor

tiempo.

Palabras clave: Endolisina, Ingenieria de proteinas, in silico, fago, modelos ab initio.
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ABSTRACT

Bacterial resistance is a particularly critical problem for pathogenic Gram-negative
bacteria due to its outer membrane. Therefore, the rational design of chimeric proteins
to generate antimicrobials with potentiated activity and a lower probability of generating
said resistance has been proposed as an alternative. In this work we carried out the
rational design of a new chimeric endolysin (called LysVPMS1-PCNP), from the
structural analysis of the wild-type endolysin (LysVPMS1) from the phage VPMS1,
which we know exerts lytic activity on sensitized cells of the genus Vibrio. To potentiate
the bacteriolytic activity against Vibrio parahemolyticus, due to the serious economic
losses caused by this bacterium in the aquaculture industry, we modified the N-terminal
domain of LysVPMS1 by fusing a polycationic peptide (PCNP). We corroborated the
design by performing in silico analysis by molecular coupling (Chimera 1.11.2) and
observed the presence of the amino acid Glutamic 135 in the catalytic site of LysVPMS1,
which was also found in LysVPMS1-PCNP as Glutamic 144. The models also showed
that the new protein is thermodynamically stable and the peptide is exposed. The
recombinant protein was obtained and the muralytic activity was tested against
permeabilized cells of V. parahaemolyticus, where the chimeric endolysin showed 5.8
times more activity than the wild type. Our results proved that starting from in silico
analysis, the rational design of a chimeric protein can be carried out, where the
modification is also stable since it could be produced as a recombinant protein. Also
enhancing muralytic activity since this new endolysin obtains greater lytic capacity on

permeabilized cells in less time.

Key words: Endolysin, Protein engineering, chimeric protein, in silico, ab initio.



1. INTRODUCCION

Actualmente la biusqueda de nuevas alternativas de control bacteriano es un

objetivo primordial debido a la aparicion de resistencia bacteriana (Cabrera et al., 2007).

Esta resistencia es considerada un problema de salud publica por el uso
indiscriminado de antibioticos de amplio espectro utilizados para combatir una extensa
gama de enfermedades causadas principalmente por bacterias Gram-negativas
(Rodriguez-Noriega et al., 2014). Aunado a esto se encuentra la transmision de
resistencia a antibiéticos a través de la cadena alimenticia debido a su presencia en el
tejido de organismos de consumo humano, que son tratados con antibiéticos de uso
veterinario; por otro lado, estos organismos a su vez pueden adquirirlos debido al
impacto antropogénico mediante los afluentes de aguas residuales, los cuales
dispersan estos compuestos (Teale, 2002).

Las bacterias producen o adquieren nuevos genes de resistencia mediante
transferencia horizontal (Paredes & Roca, 2004 & Defoirdt et al., 2007), consecuencia
de su rapida duplicacion y plasticidad genética (Molina-Lopez, 2015). Dicha resistencia
presente tanto en cepas patégenas como comensales se debe a la presion selectiva
que ejercen los antibidticos (Hawkey, 1998), lo cual ha llevado a desarrollar
mecanismos bacterianos de resistencia como la degradaciébn por proteasas, la
liberacion de proteinas inihibidoras o los cambios en la conformacion de la membrana

externa (Hancock, 1997).

Esta problemética es particularmente critica para bacterias patbgenas Gram-
negativas debido a que son resistentes a diferentes clases de antibiéticos por la
membrana externa que poseen (Briers & Lavigne, 2015). Por ello se ha dirigido el
interés y esfuerzo hacia el desarrollo de compuestos que tengan menor probabilidad de

generar dicha resistencia (Yeaman & Yount, 2003).

En este contexto se ha propuesto el uso de péptidos cationicos y endolisinas
(enzimas) para combatir bacterias Gram-negativas (Schmelcher et al., 2012). Lo
anterior mediante el disefio racional de proteinas quiméricas, las cuales son proteinas

gue no existen en la naturaleza y se crean mediante la combinaciéon de genes que



originalmente codifican proteinas separadas, una de ellas generalmente con funcién de
reconocimiento molecular y otras que transfieren ciertas funcionalidades como mejoras
en la estabilidad, vida media, entre otras; de esta fusion resulta una nueva molécula

gue posee las propiedades funcionales de ambas proteinas parentales (Schmidt, 2009).

Es importante establecer que para poder realizar el disefio racional de una nueva
proteina se requiere del conocimiento profundo de la estructura de las moléculas
originales y de su sitio activo para proponer cambios que logren alguna funcién
preconcebida (Martinez & Garcia, 2014). El conocimiento de la estructura se basa en
la determinacion de las estructuras cristalograficas o la generaciéon de modelos
tridimensionales de proteinas a través de programas bioinforméticos, los cuales
permiten visualizar los aminoacidos de los sitios activos ademas de otros residuos
componentes de estos sitios (Walsh, 2007). La comprension de la estructura permite
proponer cambios que resulten en una actividad diferente de la original y dicho cambio
puede estar dado por la sustituciéon de aminoacidos especificos, asi como la adicién o
delecién de pequerias regiones de una proteina para promover o restringir los cambios

conformacionales que ocurren durante la catélisis (Brannigan & Wilkinson, 2002).

Ademas, los programas bioinformaticos permiten obtener la estructura terciaria
a partir de su secuencia de aminoacidos cuando no se cuenta con la estructura
tridimensional de una proteina por andlisis de cristales mediante rayos X o por
resonancia magnética nuclear, ademas de predecir y poder manipular pardmetros como
especificidad, afinidad de unién y estabilidad (Blundell,1994). Una vez establecidas las
modificaciones se debe realizar la validacion en laboratorio, esto obteniendo la
construccion y la expresion de la quimera mediante técnicas de ADN recombinante,
para posteriormente purificarla y evaluar las funciones con el fin de comprobar las

nuevas propiedades de la proteina modificada (Yu et al., 2014).

Las modificaciones exitosas en proteinas han sido: para permitir su purificacion
en un solo paso afadiendo etiquetas de péptidos pequefios (v. g. polihistidina) para
brindarles cierta afinidad de acuerdo a la técnica cromatografica a utilizar (Bell et al.,

2013), como biosensores para monitorear moléculas de sefalizacion (v. g. proteina



verde fluorescente) (Pedelacq, et al., 2006) y como agentes terapeuticos (v. g.

anticuerpos modificados) (Schmidt, 2013).

La aplicacion como agentes terapéuticos es en el que nos enfocaremos en este
estudio por lo que primero se estableceran las caracteristicas principales de los
péptidos cationicos y de las endolisinas, moléculas objetivo en este trabajo.

1.1 Péptidos cationicos

Los péptidos cationicos deben su diversidad (>600) a los procesos de
duplicacién, divergencia y presion selectiva de sus genes codificantes debido a la
interaccidon de las especies de origen con el ambiente y sus patégenos especificos

(Dassanayake et al., 2007).

Estos se caracterizan por su gran contenido de arginina y lisina, definiendo asi
Su carga positiva (de +2 a +9), conformados a su vez por aproximadamente 50% de
aminoé&cidos hidrofobos (Hancock & Rozek, 2002). Varian en tamafio de 12-50
aminoacidos con masas moleculares menores a 1000 (Hancock, 2001), ademas,
poseen un amplio intervalo de actividad, menor toxicidad y menor capacidad de
desarrollo de resistencia (Pushpanathan et al., 2013; Téllez & Castafio, 2010). Y son
considerados adecuados para interactuar con membranas bacterianas que posean

grupos de cabeza hidrofilos con carga negativa (Hancock, 2001)

La toxicidad de los péptidos catiénicos depende de las caracteristicas de la
membrana celular objetivo como son el potencial transmembranal y la polarizacion, asi

como por sus caracteristicas estructurales (Yeaman, 2003).

La actividad antimicrobiana que poseen los péptidos es atribuida a la interacciéon
de la carga positiva de la arginina y lisina con la carga negativa de la superficie externa
de la bacteria, debido a la presencia de grupos fosfatos de lipopolisacaridos (en
bacterias Gram-negativas) o acido teicoico (en bacterias Gram-positivas) (Jackson,
1997; Mavri & Vogel, 1996; Téllez & Castafo, 2010).



1.1.1 Mecanismo de accién

El mecanismo de accién es determinado por la asociacion de los péptidos
cationicos con la superficie de la membrana externa la cual esta cargada negativamente
por la presencia de lipopolisacaridos anionicos, los péptidos neutralizan la carga sobre
una parte de la membrana externa creando grietas por los cuales atraviesan y se unen
con los cationes divalentes presentes en los lipopolisacaridos desestabilizando la
membrana (Fig. 1 a), o bien, una vez que el péptido ha atravesado la membrana,
interactuara con la superficie de la membrana citoplasmatica cargada negativamente
(Fig. 1 b) (Oren & Shai, 1998).

En la membrana citoplasmatica (Fig. 1 c¢) los péptidos interactian
electrostaticamente con la superficie anidnica induciendo a la insercion paralela en la
membrana entre la interfaz de las cabezas de los grupos hidrofilicos y cadenas
hidrofobas de los fosfolipidos presentes en ésta (Huang, 2000), posteriormente se
pliegan y en seguida pueden resultar cuatro escenarios: la lisis celular; formacion de
canales debido a una alta concentracion de péptidos en la superficie externa de la
membrana citoplasmética provocando la reorientacién perpendicular comprometiendo
la integridad de la membrana (Huang, 2000); el modelo de alfombra en donde se causa
la descomposicion de la membrana por asociacion permanente de los péptidos (Oren
& Shai, 1998); y finalmente la eliminacién directa de la célula bacteriana por péptidos

que actuan sobre 4cidos nucleicos (Hancock, 2001).

Otra caracteristica de algunos de estos péptidos es que no provocan la
disoluciéon completa de las células bacterianas, si no que provocan cambios en la
morfologia de la membrana externa, ademas de tener la capacidad de translocarse a
través de las bicapas lipidicas sin afectar la funcion de barrera de membrana. La
diversidad en sus mecanismos de accidén, establece la importancia de estos
compuestos, ademas, los péptidos han adquirido importancia como agentes
terapéuticos debido a que llegan a tener especificidad con el objetivo; por otro lado, su
toxicidad generalmente es baja y pueden ser metabolizados facilmente (Pinto et al.,
2015).
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Figura 1. Mecanismos de accion de péptidos cationicos. Imagen tomada y modificada de
Hancock, 2001. LPS (Lipopolisacaridos).



1.2 Endolisinas

Las endolisinas son consideradas agentes antimicrobianos con potencial
biotecnolégico, dado que el desarrollo de resistencia hacia éstas es poco probable
debido a la coevolucion del bacteriéfago (virus que infectan bacterias) y su huésped
(Garcia et al., 2012), por su alta capacidad bactericida, rapida accion (Briers et al.,

2014b), y por no producir efectos secundarios (Haq et al., 2012).

Estas enzimas son producidas por bacteriéfagos cerca del final de su ciclo litico,
las cuales hidrolizan el peptidoglucano desde el interior de la célula para interferir o
inhibir su sintesis (Borysowski et al., 2006). A través de este mecanismo, ayudan al
fago naciente a emerger, provocando a su vez la muerte de la bacteria a la que infectan
(Zhang et al., 2014) (Fig. 2). La especificidad de estas enzimas esta dada por el
reconocimiento del dominio de union de la enzima a la pared celular limitando el efecto

antibacteriano a un cierto género, especie, serotipo o cepa (Nelson et al., 2012).

Los estudios realizados en los tltimos afios han demostrado que las endolisinas
pueden expresarse de forma recombinante y afiadirse exégenamente a bacterias
sensibles causando una rapida lisis celular (Lood et al.,, 2015). Sin embargo,
Gnicamente son ideales para lisar Unicamente bacterias Gram-positivas cuando se

afiaden de manera exogena (Briers et al., 2014b).
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Figura 2. Ciclo de vida litico de un bacteriéfago (Saiz-Velarde, 2014).

Las limitaciones de su aplicacién en bacterias Gram-negativas se deben a que
éstas presentan una membrana celular externa conformada por una bicapa lipidica, la
cual, esta constituida en su parte externa por lipidos A, polisacaridos y cadenas de
antigeno O, mientras que la parte interna contiene lipopolisacaridos; ademas la
membrana posee proteinas como las porinas las cuales pueden ser triméricas o
monoméricas que forman conductos o poros hidréfilos, que permiten el acceso a la
capa de peptidoglucano (Calvo & Martinez-Martinez, 2009). En su conjunto esta

membrana evita el paso de diferentes compuestos (Fig. 3).
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Figura 3. Composicion de la membrana celular de bacterias Grarn-negativas. LP
(Lipopolisacérido), PG (Peptidoglucano). Imagen editada de Chatterjee y Chaudhuri,
2012.

La capa de peptidoglucano, es un heteropolimero conformado de cadenas de
glucano lineales de N-acetilglucosamina (NAG) y N-acetilmuramico (NAM) unidas por
enlaces B-1,4 (Fig. 4). Estas cadenas a su vez forman una red por los
entrecruzamientos covalentes con péptidos cortos (Vollmer & Bertsche, 2008) a través
de un enlace amida entre el NAM y una L-alanina. El resto de la cadena de péptidos
puede estar conformada por aminoacidos D-alanina, D-glutamico, L-lisina y L-glicina,
bien conservados en bacterias Gram-negativas, en las cuales a su vez la cadena de
péptidos presenta un residuo de &cido mesodiaminopimélico (mDAP) en la tercera
posicién, unido directamente a la D-alanina terminal del siguiente esqueleto (Nelson et
al., 2012). En conjunto, esta capa confiere rigidez bidireccional a la pared celular y su

disrupcion causa lisis osmética (Rivas et al., 2015).
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Figura 4. Estructura del peptidoglucano en bacterias Gram-negativas y sitios de corte de
las endolisinas. Imagen tomada de Zermefio-Cervantes, 2012.

1.2.1 Actividad enzimatica

Los sitios cataliticos de las endolisinas reconocen superficies de unidon que poseen
secuencias especificas (epitopos) sobre la capa de peptidoglucano, variando de
acuerdo a su tipo y a los sitios en los cuales rompen los enlaces (Fig. 4). Se clasifican
en tres tipos: 1) actividad glucosidasa, rompe la fraccion glucosidica del peptidoglucano
(N-acetilglucosaminidasa, N-acetilmuramidasa 6 lisozima); 2) actividad amidasa, rompe
el enlace amida entre fraccion glucosidica y peptidica (N-acetilmuroamil-L-alanina-
amidasa), esta actividad es asociada con endolisinas de bacteriéfagos, esto debido a
que la hidrolisis que provoca separa al polimero glucano del esqueleto peptidico,
permitiendo la desestabilizacion del peptidoglucano y causando una rapida lisis de
células hospedadoras, esto otorga una ventaja evolutiva a los bacteriéfago ya que
permite la diseminacion de la progenie viral (Nelson et al., 2012); 3) actividad
endopeptidasa (proteasa), corta enlaces peptidicos entre dos aminoacidos y puede
ocurrir en el esqueleto peptidico del peptidoglucano (D-alanil-glicil y L-alanoil-D-
glutamato) (Walmagh et al.,, 2013; Zermefo-Cervantes, 2012); 4) actividad

transglicolasa litica, estas no son hidrolasas verdaderas por que no requieren de agua



para catalizar el corte del peptidoglucano, son similares a las muramidasas por que
rompen los enlaces [ (1-4) entre los residuos de N-acetiimuroamidasa y N-
acetilglucosaminidasa pero estos forman un residuo de N-acetil-1,6-anhidro durante el
corte glucosidico dandole un mecanismo diferente al de las lisozimas (Holtje & Tomasz,
1975).

1.2.2 Estructura

Las endolisinas poseen diferentes dominios o médulos funcionales individuales,
los cuales pueden adoptar una estructura globular o modular (Fig. 5). La mayoria de
las enzimas globulares; es decir, con un solo dominio, son provenientes de fagos que

infectan a bacterias Gram-negativas (Callewaert et al., 2011; Fischetti, 2010).

Mientras que las modulares, denominadas asi por poseer uno o0 mas dominios
cataliticos y un dominio de union a la pared celular, son mas comunes en bacterias
Gram-positivas (Diaz et al., 1990). El arreglo que se encuentra con mas frecuencia es
el que presenta un dominio catalitico en el extremo N-terminal y un dominio de unién a
la pared celular en el C-terminal. Mientras que otras pueden tener un dominio catalitico
en el extremo N-terminal, un dominio catalitico central de especificidad y un modulo de
unién a sustrato en el C-terminal (Loessner, 2005). Por otro lado, es frecuente encontrar
una secuencia no estructurada conectando los dominios cataliticos con el médulo de

unién a sustrato (Korndorfer et al., 2006).

Las endolisinas de fagos que infectan Gram-negativas generalmente no poseen
un dominio de reconocimiento. Sin embargo, cuando éste se encuentra presente, esta
dispuesto en el extremo N-terminal mientras que el dominio catalitico se ubica en el C-

terminal (Briers et al., 2007).
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Figura 5. Estructura general de endolisinas. DCE (Dominio catalitico de la enzima), DUC
(Dominio de union a la pared celular), E (Enlazador). Imagen tomada y modificada de
Rivas et al., 2015.

1.2.3 Mecanismos de lisis

La lisis celular inducida por las endolisinas puede darse a través de tres
mecanismos (Walmagh et al., 2013) (Fig. 6):

A) Sistema holina-endolisina: Las holinas forman poros y permiten el paso de las
endolisinas a través de la membrana citoplasmatica de la bacteria huésped, llegando al

periplasma y degradando el peptidoglucano.

B) Translocacién: Las endolisinas que poseen en el extremo N-terminal, una region
hidrofoba (H) y una region catalitica (C), las cuales son trasladadas a través de la
membrana citoplasmatica mediante la ayuda del sistema de translocacion Sec-
dependiente de la bacteria. Este traslado es debido a que, en la region catalitica, la
endolisina lleva un sitio de reconocimiento con actividad peptidasa, el cual es detectado
por el sistema de translocacion utilizado por la propia bacteria para el transporte de

proteinas.
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C) Anclaje y liberacion por pinholinas: Las endolisinas con una secuencia de liberacion
de sefal (SAR por sus siglas en inglés Signal-Arrest-Release) en el extremo N-terminal
que carecen de la region catalitica en el extremo C-terminal, se acumulan y se ligan a
la membrana citoplasmatica estando inactivas, por no poseer la sefial de liberaciéon. Por
efecto de una peptidasa SAR, la endolisina adopta su configuracién activa y es
transportada al periplasma celular. Posteriormente la liberacién de las endolisinas SAR
se da lentamente y en bajas proporciones ya sea espontanea o rapidamente en masa,
como respuesta al cambio de potencial de la membrana, generado por las pinholinas,

para formar poros nanomeétricos ( Yang et al, 2012).

4. Liberacion del fago al estallar la célula
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Figura 6. Mecanismos de lisis inducidos por endolisinas. a) Sistema holina-endolisina;
b) Translocacién y c) Anclamiento y liberacion por pinholinas. Imagen tomada y
modificada de Walmagh et al., 2013. ME (Membrana externa), PG (Peptidoglucano) y MC
(Membrana citoplasmatica).
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Finalmente, de estos mecanismos, resulta la despolarizacion de la membrana,
permitiendo la liberacion de la progenie viral una vez que ha terminado su ciclo de

multiplicacion.

Actualmente se ha visto que las endolisinas tienen mayor actividad cuando se
afiaden externamente en bacterias Gram-positivas, ya que poseen el peptidoglucano
expuesto, esto se ha observado cuando se adiciona la enzima a la suspension de

células (Loessner et al., 2002).
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2. CEPA BLANCO
2.1. Vibrio parahaemolyticus

Es una bacteria Gram-negativa halofilica, que mide entre 0.5-0.8 um de diametro
y entre 1.4-2.6 um de largo. Forma parte de la flora natural de ecosistemas acuéticos
salobres y marinos (Morris & Black, 1985; Daniels et al., 2000; Eslava et al., 2007). Al
igual que otras especies del género Vibrio, ésta se puede encontrar en la columna de
agua y en el sedimento (Eslava et al., 2007). Por otro lado, puede ser una bacteria de
vida libre, comensal, saprobia o parasita. Debido a lo anterior, pueden ser aislados de
sedimento, plancton y otros organismos marinos donde alcanzan concentraciones
elevadas (3x10°— 3x10% UFC/g) (Lear, 1963; Kaneko & Colwell, 1973).

Las temperaturas célidas (37° C 6ptimo), son ideales para el crecimiento de esta
bacteria, aunado a esto, su tiempo de generacion es corto (entre 8 a 9 minutos),
permitiéndole alcanzar elevadas concentraciones en un periodo corto de tiempo (Park
et al., 2004). Asi mismo, influyen en su crecimiento, la luminosidad, cantidad de

nutrientes y corrientes marinas (Oliver & Kaper, 1997).

El estudio de V. parahaemolyticus ha adquirido mayor relevancia, durante los
dltimos afios, debido a que ha sido relacionada con la intoxicacion humana, por
ingestion de organismos marinos contaminados (moluscos bivalvos, crustaceos y
peces) (Gonzalez-Escalona et al., 2005; Hernandez et al., 2005); causando
gastroenteritis de forma recurrente (Levine & Griffin, 1993), ademas de provocar

infecciones de heridas y septicemia (Daniels et al., 2000).

La patogenicidad hacia humanos de las variedades de esta especie de Vibrio,
esta determinada por los productos de los genes hemolisina directa termoestable (tdh
por sus siglas en inglés). Los cuales codifican una proteina con capacidad hemolitica.
Esta puede aumentar la permeabilidad vascular y favorecer la acumulacién de liquidos,
asi como la alteracién del flujo iénico de las células intestinales, desencadenando asi
diarrea secretora; asociada al fendbmeno de Kanagawa ( Takeda, 1982; Nishibuchi &
Kaper, 1990; Gonzéalez-Escalona et al., 2005). En cepas de V. parahaemolyticus en

donde no se presenta el gen tdh, el factor de virulencia esta dado por el gen hemolisina
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relacionada a tdh (trh por sus siglas en inglés) el cual también codifica una hemolisina,
la cual posee caracteristicas biolégicas, inmunoldgicas y fisicoquimicas similares a tdh
(Honda et al., 1988; Oliver & Kaper, 1997).

Por otro lado, también se ha visto que V. parahaemolyticus puede actuar como
patégeno de organismos de importancia comercial en condiciones de cultivo (Bartley &
Slanetz, 1971; Daniels et al., 2000), dado que puede afectar tanto a larvas, como a
organismos adultos (Borges Magafa et al., 2012; Roque et al., 2001). Llegando a
causar serias pérdidas econémicas, debido a que se pueden presentar mortalidades
del 100% en los sistemas de cultivo (Aguirre-Guzméan, 2004; Campa-Cérdova et al.,
2005).

Esto dltimo, algunos autores lo han atribuido a la carencia de control de la
microbiota en los sistemas tempranos de cultivo (Sorgeloos, 1995) y a la aparicion y
persistencia de enfermedades que no pueden ser tratadas de forma eficiente
(McPhearson et al., 1991). Ademas del uso indiscriminado de antibacterianos en el

tratamiento de las mismas (Bermudez et al., 2009),

En la industria acuicola, el organismo al que mayormente afecta esta bacteria es
el camaron, ya que forma parte de su flora natural, encontrandose en el tracto digestivo,
branquias y cuticulas (Morales-Covarrubias, 2004). Es considerado patégeno
oportunista, debido a que afecta a su hospedero cuando el sistema inmune se deprime
principalmente por estrés (Cuéllar-Anjel, 2013). Actualmente se ha puesto mayor
esfuerzo en el estudio del control de esta bacteria, debido a que, en afos recientes,
surgi6é el denominado Sindrome de Mortalidad Temprana o Sindrome de la Necrosis
Hepatopancreéatica Aguda (EMS o AHPND, por sus siglas en inglés) (Pefia-Navarro &
Varela-Mejias, 2015). Se considerada una cepa altamente infecciosa, debido a que
impacta de forma importante la produccién de los organismos. Por otro lado, se ha
dispersado rapidamente por diversos paises, siendo China en donde se reporté por
primera vez en el 2009, posteriormente en Vietnam, Malasia y México (FAO, 2015).
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3. ANTECEDENTES

El uso exdgeno de endolisinas contra bacterias Gram-negativas se ha visto
limitado, debido a la composicion de su membrana externa, la cual no permite el acceso
de las enzimas a la capa de peptidoglucano (Fischetti, 2011; Morita et al., 2001). Por
ello, aunque se ha puesto especial interés en endolisinas con efecto antibacteriano
contra bacterias Gram-negativas, los estudios aun siguen siendo insuficientes
(Walmagh et al., 2013). No obstante, se ha demostrado que mediante el uso de

diferentes estrategias se puede aprovechar el mecanismo de accion de estas enzimas.
3.1 Desestabilizadores de membranay endolisinas

De las endolisinas estudiadas, s6lo una pequefia fraccion muestra actividad
frente a bacterias Gram-negativas (Lai et al., 2011). Esta actividad se mejora en
presencia de factores desestabilizadores de membrana como lo son el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y acidos organicos débiles (acido citrico y malico)
(Briers & Lavigne, 2015; Oliveira et al., 2014).

Ejemplo del uso de EDTA como desestabilizador de membrana, es el trabajo de
Walmagh et al., (2013) quienes ademas de caracterizar cinco endolisinas globulares
obtenidas de bacteriéfagos que atacan a bacterias Gram-negativas: BcepC6égp22 (fago
BceC6B de Burkholderia cepacia), P2gp09 (fago P2 de Escherichia coli), PsP3gp10
(fago PsP3 de Salmonella enterica), K11gp3.5 y KP32gp1l5 (fagos K11 y KP32 de
Klebsiella pneumoniae, respectivamente); predijeron a través de andlisis in silico, que
tres de las endolisinas poseen actividad transglicosilasa (BcepC6gp22, P2gp09 y
PsP3gpl10). Mientras que las restantes presentan actividad amidasa (K11gp3.5 y
KP32gpl5). Posteriormente observaron que células de Pseudomonas aeruginosa
(PAO1) con membranas permeabilizadas con EDTA, fueron sensibles a la accion
antibacteriana de las cinco endolisinas, logrando una reduccion del nimero de células
viables de entre 1.89 y 3.08 unidades logaritmicas. Finalmente, compararon la accion
antibacteriana de las endolisinas globulares con la de una endolisina modular
(OBPgp279) y de ello concluyen que la composicion estructural (globular-modular) de

la endolisina es un determinante principal de la actividad muralitica y de la capacidad
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contra bacterias Gram-negativas de una endolisina, siendo las modulares las que

presentan una mayor actividad enzimética y antibacteriana.

El trabajo mas reciente en donde utilizan endolisinas en conjunto con EDTA es
el de Guo et al. (2017), quienes ademas del permeabilizador, evaluaron el efecto de la
endolisina LysPA26 en células de P. aeruginosa. En este trabajo los autores concluyen
que la enzima estudiada posee un dominio tipo lisozima que mantiene su actividad en
un 90% en presencia de EDTA. Asi mismo lograron reducir hasta en 4 6rdenes de
magnitud el nimero de células de un cultivo de P. aeruginosa en un periodo de 30
minutos, ademas de tener estabilidad a diferentes pH y temperaturas. Sin embargo,
observaron que esta endolisina puede lisar otras bacterias Gram-negativas, pero no
bacterias Gram-positivas.

En cuanto al uso de endolisinas en conjunto con &cidos organicos para
sensibilizar la membrana externa, se encuentran los trabajos de Oliveira y
colaboradores (2014) y Oliveira et al. (2016) quienes realizaron combinaciones de la
endolisina Lys68 con acido citrico y malico como permeabilizadores de la membrana
externa de Salmonella typhimurium, obteniendo de estas combinaciones una reduccion
bacteriana logaritmica aproximada de 3 a 5 después de un tiempo de dos horas.
Posteriormente probaron la endolisina ABgp46 proveniente del fago que ataca a
Acinetobacter (vb_AbaP_CEB1) en combinacion con los mismos &cidos organicos
sobre células multi-resistentes de A. baumannii. Logrando reducir el nimero de células
viables hasta en 2 dérdenes de magnitud en un tiempo de 2 horas. Ademas,
establecieron que dicha endolisina es una N-acetilmuramidasa, la cual es activa en un

amplio intervalo de pH (4.0-10.0), asi como a temperaturas de hasta 50° C.
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3.2 Uso de la prediccidén estructural y modelaje de proteinas

La simulacion molecular de proteinas, ha sido utilizada como herramienta de
aproximacion en el estudio de las endolisinas para ayudar a su clasificacion ya que se
pueden realizar comparaciones con otras proteinas para determinar similitudes y
establecer el tipo de actividad de acuerdo a su estructura (Oliveira et al., 2013), ademas

de poder estudiar su dinamica a detalle. (Kukol, 2009).

Recientemente Maciejewska et al. (2017), realizaron un estudio de
caracterizacion exhaustivo de la endolisina AP3gp15 codificada por el fago AP3 (infecta
a B. cenocepacia), fue clasificada en la familia DUF3380 por busqueda de homologias
mediante el programa bioinformatico BLAST. El analisis la ubic6 como una endolisina
modular, con 73 homélogos significativos conocidos. Compuesta por un dominio de
union a la pared celular (DUC) en el extremo N-terminal y un dominio cataliticamente
activo (DCA) en el extremo C-terminal. Dominios que, al ser comparados por separado,
tienen cada uno 2428 y 233 homoélogos respectivamente.

Los mismos autores realizaron la prediccién del mecanismo catalitico basandola
en la busqueda de los aminoacidos Glutamico y Aspartico; dos residuos que estan
presentes en los sitios cataliticos de la mayoria de las lisozimas. Para AP3gpl15
identificaron al aminoacido Glutamico 101 en el centro catalitico, sin embargo, no
identificaron ningun equivalente de Aspartico como segundo residuo catalitico. El
reconocimiento del sustrato esta dado por residuos localizados en hélices a5, a10, a12,

a14 y una regiéon de loop o de unién (Serl02- Valll4).

Ademas, mediante mutagénesis dirigida sustituyeron al aminoacido Glu101 por
Alanina (GlulO1lAla), para confirmar que efectivamente se trata de un residuo
fundamental en la catalisis de AP3gpl5. Posteriormente, probaron la actividad de la
enzima mutante sobre células permeabilizadas de P. aeruginosa PAOl y esta
disminuyo de 14710 U/mg para la version silvestre a 90 U/mg para la proteina mutante,
reduciéndose la actividad litica en un 99.4%.
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Finalmente, reportaron que la actividad muralitica de esta enzima fue dos veces
mas activa que la lisozima comercial, esto contra cepas de E. coli, K. pneumoniae, P.

aeruginosa, B. cenocepacia y S. enterica serovar Typhimurium.

Trabajos anteriores como el de Walmagh & Boczkowska (2013), determinaron
que las endolisinas OBPgp279 proveniente del fago OBP de P. fluorescens, la
endolisina PVPSE1gp146 del fago PVP-SE1 de S. entérica serovar Enteritiditis y la
endolisina 201Q2-1gp229 del fago 201Q2-1 de P. chlororaphis, poseen estructuras
modulares con dominios de union a la pared celular en el extremo N-terminal y un
dominio catalitico en el C-terminal. Estas endolisinas, presentaron alta actividad
muralitica contra el peptidoglucano de diferentes bacterias Gram-negativas. Por otro
lado, la endolisina PVP-SE1gp146 fue termorresistente hasta temperaturas de 90° C,
por lo que se consider6é como candidato potencial antibacteriano para la conservacion
de alimentos. Mientras que la endolisina OBPgp279 ejercié una actividad antibacteriana
de una unidad de reduccién logaritmica Unicamente hasta que se permeabilizé la

membrana externa de las especies de Pseudomonas.

Briers et al. (2007) por otro lado, predijeron la estructura y los residuos cataliticos
de las endolisinas KZ144 del bacteriéfago fKZ de P. aeruginosa y EL188 de fago EL,
las cuales son activas contra diferentes especies de bacterias Gram-negativas con
membranas permeabilizadas. Determinaron que ambas poseen una estructura modular
con un dominio de unién al sustrato en el extremo N-terminal y un modulo catalitico en
el C-terminal. A través del analisis de mutagénesis sitio dirigida, se establecié que los
aminoécidos E115 y E155 son los residuos cataliticos en las endolisinas KZ144 y EL188

respectivamente.
3.3 Endolisinas quiméricas.

Recientemente, se ha aplicado el conocimiento del mecanismo de accién de las
endolisinas para disefiar nuevas proteinas con actividad mejorada contra bacterias

Gram-negativas.

Briers et al. (2014a y 2014b) son pioneros en esta tecnologia, al combinar un

péptido catidnico antimicrobiano de 29 aminoacidos (SMAP-29) con la endolisina
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KZ144. De esta forma, obtuvieron un potente y mejorado antibacteriano que mata
aproximadamente 4 6rdenes de magnitud a P. aeruginosa en minutos y sin desarrollo

de resistencia.

Este mismo grupo, posteriormente desarrollé y optimizé un método para disefiar
endolisinas con actividad bacteriolitica potencializada contra bacterias Gram-negativas
a las que denominaron “Artilisinas”, término atribuido a la modificaciéon de endolisinas
con péptidos desestabilizadores de lipopolisacaridos. Los autores seleccionaron siete
péptidos con propiedades fisicoquimicas variables (policatiénicos, hidrofobos vy
anfipaticos) que interfirieran las fuerzas estabilizadoras de los lipopolisacéaridos. Los
policatiénicos por competir con los iones divalentes estabilizadores de la capa de
lipopolisacéaridos, mientras que los hidrofobos por el aumento en la hidrofobicidad
superficial y la posible interferencia en el empaquetamiento hidrofobo del resto del lipido
A,y finalmente los anfipaticos por combinar sus propiedades policatidnicas e hidréfobas
para adoptar una conformacion helicoidal con carga positiva de un lado y aminoacidos

hidrofébicos en el sentido opuesto.

Las construcciones las realizaron combinando con los péptidos anteriores siete
diferentes endolisinas con actividad antimicrobiana demostrada. Evaluaron la actividad
al modificar la ubicacién del péptido y la adicién de enlazadores tanto en el dominio N-

terminal como en el C-terminal de las endolisinas (Briers et al., 2014).

La construccion que obtuvo la mayor actividad fue la combinacion en el dominio
N-terminal de un nanopéptido policationico (PCNP, por sus siglas en inglés) con la
endolisina modular OBPgp279. Esta logr6é una reduccion logaritmica en una orden de
magnitud de 4 a 5 en 30 minutos contra las cepas: P. aeruginosa y A. baumannii.
Ademas, demostraron que la presencia del enlazador que aumenta la separacién entre
el PCNP y la endolisina, brinda flexibilidad a la proteina y mejora la actividad de las

endolisinas.
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3.4 Endolisinas en la industria acuicola

La industria acuicola en el presente, busca ser sostenible y por ello las
alternativas para el control de bacterias como V. parahaemolyticus deben ser mas
dirigidas hacia el patégeno. Esto ha dado pauta a que en la industria se evalle el uso
de otros compuestos como lo son las endolisinas, debido a sus caracteristicas
particulares. Por ello se han aislado fagos, para obtener las secuencias completas de
sus genomas con la finalidad de encontrar marcos de lectura abiertos que codifiquen
proteinas tipo endolisinas. Ejemplo de lo anterior, es el trabajo de Ramirez-Orozco
(2013) quien estudio el genoma del fago VPMS1 (42.3 Kb) encontrando que tiene un
tamafo de 42.3 Kb constituido por 53 genes codificantes, entre los cuales se
encontraba el gen MS50 perteneciente a una proteina tipo lisozima, la cual
posteriormente fue nombrada como LysVPMS1. Por otro lado, (Hu et al., 2016),
estudiaron el genoma (134.742 Kb) del fago qdvp001 que lisa a V. parahaemolyticus.
En este se encontraron varias proteinas funcionales putativas con un gen de endolisina
putativo (ORF 60).

Estudios realizados a partir del fago VPMS1, muestran el efecto bactericida de
sus lisados crudos, en conjunto con aceite esencial de orégano como permeabilizador
de membrana organico, contra diferentes cepas de Vibrio, logrando reducir mas del

50% la cuenta de células viables de estas bacterias (Zermefio-Cervantes, 2012).

Actualmente se conoce el efecto litico de la endolisina LysVPMS1 sobre células
sensibilizadas con EDTA de diferentes cepas de V. parahaemolyticus como son ATCC-
17802, AHPND (M8, M9, CVP2, M22, M30, M37, G1b, G2, G3, G8, V2, V4, V5, V8, V9,
V16, V18) y otras especies del género Vibrio (V. alginolyticus, V. harveyiy V. campbelli).
El efecto litico para la mayoria de las cepas de este estudio fue >40% con respecto a
la cepa control (VPaTcc-17802). La importancia de este reporte radica en que es el primero
enfocado a cepas asociadas a AHPND, proponiendo ademas el uso de esta endolisina
como estrategia de control bacteriana en la industria acuicola (Zermefio-Cervantes,
2012).
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4. PLANTEAMIENTO

La resistencia de los patégenos hacia los antibioticos, es consecuencia del uso
indiscriminado de los mismos, convirtiendose en una amenaza tanto para la salud
publica (Mao et al., 2013), la industria de alimentos y el ambiente (Paredes & Roca,
2004). Lo anterior, debido a que pueden permanecer en el ambiente y acumularse en
los tejidos de los organismos que se cultivan, afectando a los productores y
consumidores. En los dltimos afios se ha demostrado que las endolisinas son una
alternativa a esta problematica, y aunque su actividad mediante aplicacion exdgena es
limitada en bacterias Gram-negativas, se ha demostrado que la membrana de estas
bacterias puede desestabilizarse mediante el uso de permeabilizadores organicos que
permiten el acceso de estas enzimas a la capa de peptidoglucano. Por otro lado, se ha
comprobado que el disefio de proteinas quiméricas a partir de endolisinas en conjunto
con la actividad de péptidos catibnicos mejora la actividad exdégena de esta enzima
sobre bacterias Gram-negativas. Por lo anterior se propone realizar el disefio racional
de una endolisina quimérica a partir de la endolisina LysVPMS1 del bacteriéfago
VPMS1, para mejorar su actividad contra la bacteria Gram-negativa V.

parahaemolyticus.
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5. HIPOTESIS

A través de la prediccion estructural y el modelaje de proteinas es posible realizar el
disefio racional de una endolisina quimeérica, a partir de la endolisina LysVPMS1 que

posea actividad contra Vibrio parahaemolyticus.

6. OBJETIVOS

General

» Obtener una endolisina quimérica con actividad contra Vibrio parahaemolyticus.

Especificos

» Modelado in silico de la estructura tridimensional de la endolisina LysVPMSL1.

» Disefiar una endolisina quimérica a partir de la endolisina LysVPMS1 y modelar
su estructura tridimensional in silico. Obtener la enzima recombinante.

» Comprobar la actividad litica de la endolisina quimérica contra V.

parahaemolyticus.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Prediccion de estructuras y disefio de la proteina quimérica

Para este estudio se eligi6 la endolisina LysVPMS1, a partir de su secuencia, se
realizé una busqueda de homologias usando la herramienta basica de busqueda de
alineamiento local (Basic Local Alignment Search Tool por sus siglas en inglés) BLASTn
BLASTpy PDB. La prediccion de la estructura se realizo in silico mediante el analisis de
los modelos 3D ab initio, los cuales fueron realizados utilizando el algoritmo informatico
para plegamiento de proteinas Quark y analizados mediante acoplamiento molecular

con el software Chimera 1.11.2. Se realizaron dos analisis de acoplamiento:

El primero, modelando un monémero de pared bacteriana compuesto por N-
acetil-glucosamina y N-acetil-galactosamina. Se aceptaron las opciones estandar del
programa y consideraron los minimos de energia. Los criterios de analisis establecidos
se basaron en los caracteristicos de la lisozima del bacteriéfago T4. Siendo éstos la
presencia de los amino&cidos glutamico y aspartico, asi como la distancia interatémica
de los oxigenos (2-4 A), los puentes de hidrégeno y posibles sitios cataliticos expuestos

sobre la superficie de la proteina.

El segundo andlisis se hizo modelando un fragmento de la pared celular de una
bacteria Gram-negativa utilizando el editor y visualizador de moléculas Avogadro. La
estructura generada se utilizé para el analisis de acoplamiento molecular. El cual fue
realizado mediante el programa AutoDock The Scripps Research Institute y visualizado
en el Chimera 1.12. Se utilizaron los mismos criterios de analisis que en el primer

modelado.

Para el disefio de la proteina quimérica se seleccioné6 mediante revision
bibliografica al péptido PCNP (nanopéptido policatiénico), del cual se obtuvo su
secuencia de nucleétidos mediante traduccion reversa usando la utileria bioinformatica
en: http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html. Posteriormente a través de
analisis in silico, se realiz6 el disefio de la construccion de la proteina quimérica,
tomando como base la secuencia de aminoacidos de la endolisina LysVPMS1 y

fusionando en el dominio N-terminal la secuencia de nucledétidos del PCNP. Asi mismo,
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en los extremos se insertaron los correspondientes sitios de restriccion de BamHI y
Ndel. A esta construccién se le denominé LysVPMS1-PCNP. Con el disefio de la

proteina quimérica se realizé el analisis de acoplamiento molecular in silico.

7.2 Produccidn recombinante de la proteina LysVPMS1-PCNP

En la Fig. 7 se resume la obtencion via recombinante de la proteina quimérica.
En donde primero se realizé una serie de amplificaciones para obtener multiples copias
del gen de acuerdo a las necesidades de cada paso en la metodologia. Se realizaron
ligaciones tanto en un vector de clonacion y posteriormente en uno de expresion, con
las construcciones obtenidas se transformaron células competentes, se realizaron las
confirmaciones de clonas positivas de ambas ligaciones, siendo para ello necesaria la
extraccion de ADN plasmidico, para a partir de éste realizar PCR de colonias y doble
restriccidén para verificar la liberacion del inserto. Finalmente, la proteina fue expresada

y cuantificada para probar su actividad.
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7.2.1 Amplificacion del gen

El gen codificante (inserto) de la proteina quimérica LysVPMS1-PCNP, fue
sintetizado mediante servicio externo por la empresa Integrated DNA Technologies
(IDT). Se realizé el diseiio del oligonucledtido con sentido, el cual fue denominado
MS50 PCNP_Fw.

5'-GGTCGGAATTCCATATGAAACGCAAGAAACG-3
Mientras que el oligonucleétido anti-sentido (denominado MS50_Rv), corresponde a la
siguiente secuencia:
3'-GGTTGGGGATCCCTAGCTTTCATTACCAATAAACTC-5'

La amplificacion del gen (Fig.7 Amplificacién 1) se realiz6 utilizando Dream Tag Green
PCR Master Mix (Thermo Scientific), el cual ademas afiade una secuencia de poli A,
necesarios para la posterior clonacion. Se uso la mezcla de reaccion y el programa de

PCR que se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Mezcla de reaccion y programa para la amplificacion del gen LysVPMS1-
PCNP

Componente de Concentracion

. . Paso Temp. Tiempo Ciclos

reaccion Final
DreamTag Green PCR 1X !Z)(.es.naturallza(:lon 95°C 2 min 1
Master Mix inicial
Oligo Sentido 1uM Desnaturalizacion 95°C 30s

: . : Alineamiento . 29
Oligo Anti-sentido 1uM ., y 72°C 1 min

Extension

Templado 100 ng
Agua libre de Extension final 72°C 7 min 1

Llevar a 25 uL
nucleasas

7.2.2 Clonacion del gen en el vector PGEM-Teasy

Para asegurar la propagacion del gen se insert6 en el vector de clonacion pGEM-
T Easy (Promega) mediante una reaccion de ligacién (Fig. 7 Ligacién 1) como se

describe en la Tabla 2:
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Tabla 2. Mezcla de reaccion para la ligacion del gen LysVPMS1-PCNP con pGEM-
TEasy

Reaccion para

Componente de reaccion LysVPMS1-PCNP

Regulador de ligacién rapida 1X
pGEM®-T Easy Vector 50 ng
Producto de PCR 6.14 ng
T4 DNA Ligasa 1L
Agua libre de nucleasas 1uL

La reaccion se coloc6 en incubacién durante 16 horas a 4° C y se inactivo a 65°

C durante 10 minutos.

Posteriormente, con el producto de ligacion se transformaron células
competentes DH5a las cuales fueron inoculadas en placas de medio Luria Bertani (LB)
suplementadas con ampicilina (100 pg/mL). Se realiz6 una PCR de colonias para
confirmar que las clonas tuvieran el inserto de interés, amplificando el gen con Green

PCR Master Mix (Tabla 1). Esperando obtener un fragmento de 617 pb.

La amplificacion fue visualizada en un gel de agarosa al 1% en TBE (Tris/Acido
Borico/EDTA) vy tefiido con el fluorocromo GelRed. Finalmente, las clonas positivas
fueron sembradas en placas de LB con ampicilina (100 pg/mL). Se coseché la biomasa
y se realizé la extraccion del ADN plasmidico por el método de CTAB.

7.2.3 Subclonacién del gen LysVPMS1-PCNP en vector de expresiéon pColdl
7.2.3.1 Reamplificacién del gen LysVPMS1-PCNP

A partir de la construccion pGEM-Teasy+LysVPMS1-PCNP se realizo una nueva
amplificacion del gen (Fig. 7 Amplificacion 2) para recuperar el inserto utilizando la

mezcla y el programa de la PCR Phusion Flash (Tabla 3).
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Tabla 3. Mezcla de reaccién y programa para amplificacion del gen mediante mezcla
de la PCR Phusion Flash

Componente de Concentracién Paso Temp. Tiempo Ciclos
reaccion Final

Agua libre de 7 pL Desnaturalizacion 98° C 10s 1

nucleasas inicial

Phusion Flash 2X Desnaturalizacion 98° C ls 35

Oligonucleotido 1pM Gradiente 55.5°C 5s

sentido

Oligonucleotido 1puM Extension 72°C 10s

anti-sentido

Templado 100 ng Extension final 72°C 1 min 1

7.2.3.2 Purificaciéon del inserto

Se realiz6 un gel preparativo de agarosa al 1% con TBE y se extrajo el ADN del
gel usando el kit de Zymoclean Gel DNA Recovery (ZymoResearch) siguiendo el

protocolo del fabricante en:

https://www.zymoresearch.com/media/amasty/amfile/attach/ _D4001T_D4001_D4002_
D4007_D4008_zZymoclean_Gel DNA Recovery Kit ver 1 2 1 LKN-SW_.pdf

7.2.4 Obtencion del vector de expresion

Se us6 como vector de expresion el vector pColdl (Takara), para lo cual se
resembro la cepa DH5a pCold-MS50 en placas de LB con ampicilina (100 pg/mL). Se
cosecharon después de 12 horas de incubacion a 37° C y se extrajo el ADN plasmidico
por el método de CTAB.

Para linearizar el vector de expresion se realizd la digestion utilizando las

enzimas de restriccion Ndel y BamHI (Tabla 4):
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Tabla 4. Reaccion de restriccion para obtencion de pColdl

Componente de reaccién

ADN (pCold) 37.1 ng/uL (2 pL)
Enzima Ndel 1uL
Enzima BamHI 1uL
Buffer 3.1 1X

La reaccion se coloco en incubacion a 37° C toda la noche y se inactivé a 65° C

por 20 minutos. El resultado fue visualizado en un gel de agarosa al 1%.

Se realiz6 la purificacion mediante extraccion de ADN de gel como se especificd en la

seccion 7.2.3.2

7.2.5 Ligacion del inserto LysVPMS1-PCNP en el vector de expresion pColdl

La ligacion del inserto LysVPMS1-PCNP con el vector de expresion pColdl fue

realizada usando el Kit de clonaciéon In-Fusion® HD Ecodry™.

1. Se obtuvo el vector de expresion pColdl tal como se describe en la Seccion 7.2.4
2. Se disefaron los oligonucleétidos sobrelapantes con 15 pb del gen de interés 'y 15
pb complementarios a los extremos del vector pCold linearizado. A continuacion,
se muestran las secuencias especificas:
InF_pC+PCNFw (extremo Ndel):
5'-CTAGAAGGTAGGCATATGAAACGCAAGAAA-3'

InF_pC+PCNRv (extremo BamHI):

S'-CTTGAATTCGGATCCCTAGCTTTCATTACC-3'
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3. A partir del inserto LysVPMS1-PCNP purificado en la seccidon 7.2.3.2, se realiz6
una amplificacién con la polimerasa CloneAmp™ DNA para afiadir los extremos
del vector de expresion pCold (Fig.7 Amplificacion 3).

La mezcla de reaccion (Clone Amp™ HIFI PCR Premix) fue preparada a temperatura
ambiente adicionando los componentes y usando el protocolo de amplificacion de

reacciones de 3 pasos como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5. Componentes del Master Mix y protocolo de amplificacién de 3 pasos para
CloneAmp™ DNA HIFI PCR

Componente de

reaccion Concentracion Paso Temp Tiempo Ciclos
CloneAmp HIFI Desnaturalizacion o 1
PCR Premix X inicial 98" C 10s
Oligo sentido 1pM Desnaturalizacion 98° C 5s
Oligo Anti- , , o
sentido 1uM Alineamiento 68° C 5s 35
Templado 43.2 ng/uL  Extension 72°C 10s
Agualibre de S R . 1
nucleasas Llevar a 25 uyL Extension final 72° C 5 min

Se verifico la integridad del producto de PCR mediante un gel de agarosa al 1%.

4. Se purificé el producto de PCR con el kit de purificaciéon GeneJET PCR (Thermo
Scientific) utilizando el protocolo del fabricante en:
http://2017.igem.org/wiki/images/8/81/T--Chalmers-Gothenburg--
Thermo_Scientific_GeneJET_PCR_Purification_Kit.pdf

5. Laclonacion (Fig. 7 Ligacion 2) se realizé usando la proporcion 2:1 Inserto-Vector,
los componentes se mezclaron y en seguida se agregaron a las perlas In-Fusion

HD Eco Dry hasta mezclar homogéneamente por pipeteo (Tabla 6).
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Tabla 6. Mezcla de reaccion para clonacion recomendada con In-Fusion

Componente de Concentracion Volumen
Reaccion (2:1)
Fragmento de PCR

purificado 56.5 ng/uL 3L
Vector linearizado 37.1 ng/uL 2 uL
Agua libre de nucleasas Llevara 10 pL 5 puL

. La reaccién se incub6 por 15 minutos a 37° C, posteriormente a 50° C por 15

minutos para su inactivacion.

. Se transformaron células competentes DH5a con 2.5 L de la reaccién del paso 6

y como control positivo se utilizaron 50 ng (1 pL) del vector pUC19.

a)

h)

Las células competentes se mantuvieron en hielo durante todo el proceso.,
Se colocaron 50 pL de células en tubos Falcon de 15 mL y se agregaron 2.5
ML de la ligacién y del vector control.

La mezcla de células y la ligacién se mantuvo en hielo por 30 minutos.

Se realizé shock térmico a 42° C por 45 segundos.

Los tubos se colocaron nuevamente en hielo por 2 minutos.

Se agregaron 200 pL de medio LB a temperatura ambiente.

Las células se incubaron durante 1 hora en agitacién a 150 rpm y 37° C.
Cada reaccion de transformacion se colocé en microtubos de 1.5 mL. Se
centrifugaron a 6,000 rpm por 5 minutos, se desechd el sobrenadante y se
agregaron 100 yL de medio fresco respectivamente. Cada muestra fue
sembrada en placas de LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37°C
durante 14 horas.

La verificacién de las clonas positivas se realizé por PCR de colonias. Para
dicha confirmacion se us6 una PCR estandar con el Master Mix Dream Taq
Green (Tabla 1).
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7.2.6 Prueba de verificacidon por doble restriccion

Para verificar la correcta ligacion del inserto con el vector de ligacion, se
realizaron cortes con enzimas de restriccion correspondientes a los sitios de restriccion
del inserto (Ndel y BamHI). Una ligacién positiva es confirmada cuando el inserto es
liberado por la accion de las enzimas. Para ello se realizo el indculo de tubos con medio
LB (5 mL) y ampicilina (100 ug/mL) con las clonas que resulten positivas de la

verificacion por PCR de colonias.

Obtenido el cultivo se realizé la extraccién del ADN plasmidico por el método de
CTAB, se cuantifico la concentraciébn obtenida y se hizo la mezcla de reaccion,
utilizando para la reaccion 1 (Rx 1) las enzimas Ndel y BamHI, mientras que para las
reacciones 2y 3 (Rx 2 y Rx 3) s6lo BamHI y Ndel respectivamente (Tabla 7). Todo bajo

las condiciones de incubacién e inactivacion de la seccién 7.2.4.

Tabla 7. Componentes de reaccion para doble restriccidon con Ndel y BamHI.

Componente de reaccion Rx 1 Rx 2 Rx 3

ADN (pCold-LysVPMS1+PCNP) 1000 ng/uL 1000 ng/uL 1000 ng/l

Enzima Ndel 1uL 1uL -
Enzima BamHI 1ML - 1L
Buffer 3.1 1X 1X 1X
Agua libre de nucleasas a10uL a10 L a10 L

7.2.7 Expresion de la proteina LysVPMS1-PCNP

Células competentes Rosetta 2 fueron transformadas usando 1000 ng del
producto de la ligacion del vector de expresion pCold con el inserto LysVPMS1-PCNP,
las células transformadas fueron sembradas en placas de medio LB con ampicilina (100
pg/mL) y cloranfenicol (34pg/mL). Las colonias que crecieron fueron inoculadas en 5
mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mL) y cloranfenicol (34 ug/mL) y se incubaron

con agitacion a 37° C.

Prueba de induccion:

33



Del cultivo anterior se tomaron 100 pL y se inocularon 5 mL de LB con ampicilina
y cloranfenicol. Se incubo en agitacion a 37° C hasta tener una densidad 6ptica (DO)
de 0.8. El in6culo se dividié en 2 (tubo 1- inducido y tubo 2- no inducido) colocando 2.5
mL del cultivo en cada tubo. Se afiadieron 0.25 mM del inductor isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandésido (IPTG) a uno de los tubos (tubo 1-) para inducir la expresion de la
proteina y se incubd en agitacion a 16° C por 16 horas. El tubo 2 (no inducido), fue
puesto bajo las mismas condiciones. Se tomaron 500 yL de cada tubo (1y 2) y se
centrifugaron. Se desech¢ el sobrenadante y se agrego 200 pL de buffer de carga 2X.
Las muestras se calentaron a 95° C durante 5 min. Finalmente, la induccion fue
visualizada en un gel de SDS-PAGE al 10%.

7.2.8 Purificacion por afinidad a niquel de la proteina LysVPMS1-PCNP

Se preparo un preinoculo sembrando 100 L de células transformadas en 50 mL
de medio LB suplementado con 100 pg/mL de ampicilina y 34 ug/mL de cloranfenicol e
incubado con agitacion a 37° C. Posteriormente el preindculo fue agregado a 450 mL
de caldo LB con los mismos antibi6ticos y se incub6 durante 8 horas con agitacion y
aireacion a 37° C. Se afadieron 0.25 mM de inductor IPTG y se incubd en agitacion

con aireacion a 16° C durante 16 horas.

Se cosecharon las células por centrifugacion a 3,200 rpm hasta observar un
botén compacto. Se deseché el sobrenadante y el botdn fue resuspendido en 10 mL de
solucién amortiguadora PB (20 mM NaH2POa4, 0.1 M NaCl a pH 7.4).Las células fueron
lisadas por ultracongelacion a -78°C durante 30 minutos y posteriormente
descongelado (bis). Se afiadieron 0.6 g (concentracién final de 10 mM) de NaCl, 15 mL
de NaH2PO4 20 mM a pH 7.4 y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1mM (PMSF).

Las células fueron sonicadas y el sobrenadante fue centrifugado a 3,200 rpm por
20 minutos. Posteriormente fue pasado por filtros de 0.45 um e inyectado a través de
una columna de afinidad a niquel (His Trap™ HP; 1 ml; GE Healthcare, LittleChalfont,
UK). En seguida se realizdé un lavado con PB 20 mM e Imidazol a 20 mM y 40 mM.
Finalmente, la muestra fue eluida con 500 mM de Imidazol y dializada contra el
regulador de almacenamiento PB (20 mM NaH2PO4, 0.1 M NaCl a pH 7.4). Se tomaron

muestras de 50 pL en cada paso del proceso de purificacién: botdn (no soluble), lisado
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crudo filtrado, lisado crudo que pasoé a través de la columna, primer lavado con PB,
segundo lavado con imidazol 20 mM, tercer lavado con 40 mM y elusion con 500 mM
de imidazol. Finalmente, las eluciones fueron visualizadas en un gel de poliacrilamida

al 10% tenido con azul de Coomasie R-250.
7.2.9 Cuantificacién de proteina

La cuantificacion de la proteina quimérica obtenida de la purificacion fue
realizada a partir de una curva de calibracion usando diluciones de albumina que fueron
de 1 a 5 pg/mL. Las diluciones fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 12% y se
dej6é correr la electroforesis. Finalmente, el gel fue analizado para determinar las
concentraciones mediante densitometria usando el programa computacional Image
Lab™ 6.0.

7.2.10 Prueba de actividad muralitica relativa de LysVPMS1-PCNP

La proteina LysVPMS1 para hacer las comparaciones de la actividad con la de
la quimera fue obtenida via recombinante, purificada por cromatografia con afinidad a

Niquel y cuantificada por densitometria (Seccion 7.2.9) por Zermefo-Cervantes.

La actividad muralitica relativa se midié y cuantifico por triplicado usando para el
tratamiento 1: 40 yg/mL de la proteina LysVPMS1, el tratamiento 2: 40 pg/mL de la
proteina quimérica LysVPMS1-PCNP, y como control negativo 20 mM NaH2POas, pH
7.4 cada uno en 30 pL de solucion amortiguadora PB. A estas se le afladieron 3 uL de
1 mM de CaClzy 270 uL de células permeabilizadas ajustadas a una DOeoo de 1.0 en
regulador universal pH 6.0. La disminucién de la densidad Optica se monitore6 en un
lector de microplacas Infinite M1000 PRO (Tecan, Mannedorf) durante 30 minutos con
lecturas cada 30 s y 10 s de agitacién previa. La actividad muralitica se cuantific6 en
células permeabilizadas previamente tratadas con EDTA para exponer el sustrato de la
pared celular y se calcul6 con relacibn a la actividad en la cepa de Vibrio

parahaemolyticus VParcc-17s02 (100%).

La actividad de cada una de las proteinas fue calculada de acuerdo a las pendientes
de cada cinética por tratamiento, mediante el método de maximizacién de R? propuesto

por Briers et al., (2006). En el cual se calculan las R? y el conjunto de datos con el valor
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maximo de R? es el que corresponde al conjunto de datos mas confiable para
determinar la actividad de la muestra, y a partir de la pendiente correspondiente a la
regresion lineal se calcula la actividad de la muestra expresandose como una caida en
la densidad 6ptica (DO) a 600 nm/min. A los datos de cada cinética se le resto la caida
de los controles para obtener la actividad neta de cada una de las proteinas. Y
finalmente el porcentaje de actividad fue calculado a partir del maximo valor de actividad
obtenido (100%).
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8. RESULTADOS
8.1 Prediccion de la estructura de la endolisina LysVPMS1 y andlisis de
acoplamiento molecular con monémero de pared.

La prediccion estructural de la endolisina, a través de homologia con estructuras
depositadas en bases de datos, no fue exitosa. Por ello, se realizé el modelado ab initio
de la endolisina LysVPMS1 utilizando el software Quark el cual arrojo 10 modelos de la
posible estructura terciaria de la proteina (Fig. 8).

Modelo 5 Modelo 8

Modelo 9 Modelo 10

Figura 8. Modelos de la estructura terciaria de la endolisina LysVPMS1 obtenidos
mediante el software Quark.
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Al ser analizados los modelos in silico de acuerdo a los criterios establecidos en
la metodologia, el modelo 1 (Fig. 9a) presento un sitio catalitico de relevancia el cual
establece la reaccion de acoplamiento con el monémero de pared, con un minimo de
energia de -5.3 kcal/mol. Este se encuentra expuesto sobre la superficie de la proteina
y ubicado entre los aminoacidos Glutamico 135 y Glutamico 83. En la conformacién
de la estructura terciaria (Fig. 9b), se marco la Metionina inicial del dominio N-terminal
y se determiné que en este modelo el dominio en donde se fusiond él péptido, se

encuentra también expuesto.

B AsP B GLU Distancia [ Monémero [Ji] Metionina

Figura 9. a) Acoplamiento molecular del modelo 1 ab initio y b) Estructura terciaria de
la endolisina LysVPMS1.

Los modelos de acoplamiento 3, 8 y 9 de la endolisina (Fig. 10) presentaron
alguno de los criterios establecidos. Especificamente se observo que en el modelo 3,
se encuentra un sitio catalitico con un minimo de energia de -5.6 kcal/mol, entre los
aminoécidos Aspartico 95 y Glutamico 91. Mientras que en el modelo 8 el sitio se
encuentra entre los aminoacidos Glutamicos 135 y Aspartico 134 con -5.7 kcal/mol de
minimo de energia. El modelo 9 presentd el mismo minimo de energia en su reaccion
de acoplamiento, el cual se encontrd entre los aminoacidos Aspartico 33 y Glutamico
68.
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B Ase I GLu Distancia [l Monémero

Figura 10. Superficie y sitios cataliticos de la endolisina LysVPMS1.a) Modelo 3, b) Mode
8y c) Modelo 9.

8.2 Analisis de acoplamiento molecular con fragmento de pared celular Gram-
negativo de la endolisina LysVPMS1.

Debido a que no se encontré ninguna estructura quimica disponible de un
fragmento de la pared celular de bacterias Gram-negativas, se construy6 una a partir
de la conformacion general de la pared celular de algunas bacterias Gram-negativa
(Fig. 11).
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Figura 11. Estructura general (a) y construccion (b) de un fragmento de la pared celular
de una bacteria Gram-negativa.

La estructura generada fue utilizada para el analisis de acoplamiento molecular
con la endolisina LysVPMS1. Se examinaron los mejores modelos obtenidos en el
andlisis de acoplamiento de acuerdo a los criterios de analisis, siendo el modelo 1 el

gue mejor se acopla.

Del andlisis de acoplamiento el modelo 1 de la endolisina LysVPMS1, muestra
de forma estandar los 9 mejores acoplamientos. En donde 3 de estos acoplamientos
(Figs. 12 a, b y ¢) se encuentran en el mismo sitio catalitico, el cual se encuentra
formando un “complejo” debido a que presentan los mismos aminoacidos en el sitio
GLU91, GLU121 y GLU142. El mejor acoplamiento es el que se muestra en la figura 11
a) el cual arroja un minimo de energia de -4.7 kcal/mol, observandose ademas que una

mayor superficie del fragmento de pared interacciona con el sitio catalitico.
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B ASP B G PG

Figura 12. Mejores acoplamientos del modelo 1 de la endolisina silvestre LysVPMS1

Los siguientes dos acoplamientos de importancia se dieron en donde se
encontraban los aminoacidos Glutdmico 135 y Aspartico 108 (Figs. 13 a y b) con

minimos de energia iguales en las dos interacciones (-4.3 kcal/mol).

Bl AsP B GLu PG

Figura 13. Segundo (a) y tercer (b) acoplamiento molecular de la endolisina LysVPMSL1.

8.3 Prediccién de la estructura de LysVPMS1-PCNP y anédlisis de acoplamiento

molecular con mondmero de pared.

Al igual que en la prediccién estructural de la endolisina silvestre, se obtuvieron
10 modelos ab initio para la proteina quimérica LysVPMS1-PCNP (Fig. 14). En el
modelo 1 (Fig. 15a), la reaccién de acoplamiento arroj6 un minimo de energia -5.7
kcal/mol y el sitio catalitico se encontré6 entre los aminoacidos Glutdmico 144 y
Glutamico 190. Al igual que en el anterior, el modelo 2 (Fig. 14c) presentd en su sitio

41



catalitico el aminoacido Glutamico 144. Sin embargo, se encontré con el aminoacido

Aspértico 143 y un acoplamiento con un minimo de energia de -6.0 kcal/mol.

S

Modeld 8

Modelo 9 Modelo 10

Figura 14. Modelos obtenidos mediante el software Quark de la proteina LysVPMS1-
PCNP.

En estos dos modelos el sitio catalitico se encontrd expuesto sobre la superficie
de la proteina. Cabe destacar que el aminoacido Glutamico 144 presente en ambos
sitios, es el mismo al que se hace referencia en el modelado de la endolisina LysVPMS1
(Glutamico 135) y para el caso de la proteina quimérica el aminoacido catalitico se
encuentra desfasado 9 aminoacidos respecto a la numeracion de la version silvestre,
esto por la fusion del PCNP.

En ambos modelos se visualizaron las predicciones de la estructura terciaria
(Figs. 15b y 15d), encontrando que para ambos casos el lugar en donde se realiz6 la

modificacion con la fusién del péptido se observaron totalmente expuestos al solvente.
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B Aasp B GLU Distancia [ Monémero

Figura 15. a) Modelo 1 ab initio de LysVPMS1-PCNP y b) Estructura terciaria; c) Modelo 2
ab initio de LysVPMS1-PCNP y d) Estructura terciaria

8.4 Analisis de acoplamiento molecular con fragmento de pared celular Gram-
negativa de la endolisina LysVPMS1-PCNP.

El aminoé&cido Glutamico 135 presente tanto en el analisis de acoplamiento con
el monémero de pared como con el fragmento de pared celular de la endolisina
LysVPMS1, se presenta en el sitio catalitico de la proteina quimérica, siendo en esta
ltima el aminoacido Glutamico 144 (Fig. 16a). Encontrandose a su vez con el Aspartico

16 el cual forma parte de los aminoacidos del polipéptido catidnico.
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Otro sitio catalitico expuesto fue encontrado cerca del extremo N-terminal, en
éste la interaccion se dio entre los Glutamicos 136 y 190 (Fig. 16b). Con esto se pueden
tener pistas de la funcién que desempenfa el péptido para dar lugar a la interaccién de

la proteina con la membrana externa de una bacteria Gram-negativa.

Figura 16. Analisis de acoplamiento molecular de la proteina LysVPMS1-PCNP con
fragmento de peptidoglucano.

8.5 Disefio de la proteina LysVPMS1-PCNP

Se obtuvo la construcciébn de una nueva proteina quimérica denominada
LysVMPS1-PCNP con una secuencia de 206 aminoacidos (Fig. 17). Se encuentra
conformada por la endolisina LysVPMSL1 vy la fusion en el dominio N-terminal de un
nanopéptido policationico (PCNP), seguido del sitio de restriccion correspondiente a
Ndel. Mientras que en el dominio C-terminal se encuentra el sitio de restriccion de la

enzima BamHI.
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LysVPMS1

GGTCGGAATTCCATATGAAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCARACATTACTTATACATCGACGCTGCTCG
CAAGCAGTTCAAGATTGAAGACAAAGCACCTTCATCAACATCAGCTGAAGGTATCCACACTCAGGCTGA
CCTATCCACTTCACGTGGTACTGCACTTATGCAACGAGCTACTGACGAGCTAATTGCTCAAGGCTACCAC
TCAGTGCAGACTTACCTCTTTGTGAATGCTCGTGAGGATACCTTCCGCACATCTTACACTTACAACCCAAT
CAAGGGTGAAGGCTGTCGCGGCTCATTCAATGAAGCACACACTGACCAATACTACTCGCTGACTAAAGC
TATCAGTGACCTGGACCAGGATGGTTACACTCGCACAGTCTATCAGTGTGATGAGCTAATGTCACTTGAC
GAAGCATTCTTAGCATTTATGGATGAACCTAACACTCCCACTTACGAGACGTTCCGAGCACTCTACATCA
CCACCAAAGGCAAACCAGCTTGGGATGCTGCCGTACAGTTTATTAGTTACACTGTAAAGATGCAAGCACC
TCGCGCTTACCACTACTTACTTGAGTTTATTGGTAATGAAAGCTAGGGATCCCCAACC

Figura 17. Esquema y secuencia del disefio de la proteina quimérica LysVPMS1-
PCNP.

8.6 Clonacién en el vector PGEM-Teasy

La amplificacion del gen se corroboré mediante una electroforesis en un gel de
agarosa, en donde se observa una banda a una altura aproximada de 617 pb (Fig. 18a).
En cuanto a la confirmacion de la insercion del gen en el vector de clonacion pGEM-T
Easy, se obtuvo el crecimiento de 8 colonias (Fig. 18b) después de transcurrir 6 dias.
Posteriormente se realiz6 la PCR de colonia como confirmacion, encontrando 5 clonas

positivas, las cuales se verificaron en un gel de agarosa (Fig. 18c).
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Figura 18. a) Amplificacion del gen; b) Crecimiento de colonias de la transformacién en
células DH5a con pGEM-T Easy e inserto (LysVPMS1-PCNP); c) Confirmacion de clonas
positivas. M, marcador

8.7 Preparacioén del inserto para subclonacién en vector de expresion

A las colonias positivas se les realizé una extraccion de ADN plasmidico, el cual
fue visualizado en un gel de agarosa. En éste se observaron bandas con peso molecular
variables. De las cuatro extracciones realizadas, la clona 1 es la que se encontr6 con
menos impurezas ya que la banda se observa sin barrido y con mayor intensidad (Fig.
19a). Se confirmé la amplificacion al presentarse una banda a la altura de 617 pb, peso
correspondiente al gen (Fig. 19b); asi como su purificacién (Fig. 19c¢) por visualizacién

en gel de agarosa.
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Figura 19. a) Extraccion de plasmido de las colonias 1, 3, 4 y 5; b) Amplificacion del
inserto; c) Purificacién del inserto. M, Marcador; C, Control y P, Purificacion

8.8 Restriccion y purificacion del vector de expresion pColdl

En la visualizacion de la restriccion del vector de expresion, se confirmé que las
enzimas realizan los cortes adecuadamente. Sin embargo, se observé la banda del
vector superior a su peso (4,407 pb). Esto probablemente se deba a un efecto de
migracion andémala del marcador de peso molecular, lo cual dificulta la ubicacién de la
banda. Por otro lado, la banda que corresponde a la liberacion del inserto de la
endolisina LysVPMS1, se encuentra a de la altura esperada (587 pb) (Fig. 20a). Y
finalmente se verifico la purificacion del vector al observar una banda en el gel (Fig. 20
b).

47



Pb
10000

M P

10000 [
7000— 2300 L
4407 .
4000 ob
2000—
1000—
1500—
«587
500— ob

b)

a)

Figura 209. a) Visualizacién de la restriccidon de la construccion pCold+LysVPMS1; b’
Visualizacién de la purificacién del vector de expresién. M, Marcador, C, Control
(plasmido sin cortar). R, Restriccion de laconstruccién pCold-LysVPMS1; P, Purificacior
pCold.

8.9 Ligacion del inserto LysVPMS1-PCNP con el vector de expresion pColdl

Resultado de la amplificacién con la polimerasa CloneAmp™ DNA, se observo
una Unica banda de alta intensidad y grosor a una altura de 647 pb (Fig. 21 a). El
incremento en el peso aproximado del inserto, es debido a los extremos afadidos para
la posterior ligacidén con el vector de expresion.

En la purificacidon del inserto, se logré obtener una banda correspondiente a su
peso (Fig. 21b).

En cuanto al resultado de la transformacién de células DH5a con el producto de
ligacién, se confirmd con la PCR de colonias la presencia de clonas positivas que
contenian el inserto de interés. EI amplicon obtenido se encontr6 a la altura esperada
en 617 pb dado que la amplificacién se realizé con Green Dream Taq y los oligos
especificos del gen y no con los utilizados para la amplificacién con la polimerasa
CloneAmp™ DNA, los cuales afiaden los extremos sobrelapantes al inserto (Fig. 21 c).
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Figura 21. a) Visualizacion de la amplificacién con la polimerasa CloneAmp™ DNA; b)
Purificacion del inserto; c) Confirmacion de clona positiva. M, marcador; -, control
negativo; +, control positivo (LysVPMS1-PCNP).

8.10 Induccidn de la expresiéon y purificacion de LysVPMS1-PCNP

La induccién de la expresion de la proteina fue exitosa utilizando una
concentracion de 0.25 mM de IPTG. Lo anterior se confirmé al observar en el gel de
acrilamida al 10% una nueva banda a una altura equivalente de 23 kDa, el cual
corresponde al peso de la proteina de interés. Por otro lado, en el cultivo no inducido

(NI), esta banda no fue visible (Fig. 22a).

Verificada la expresion de la proteina, se realizé la induccién de la expresion con
un mayor volumen de cultivo para obtener mayor cantidad de proteina y purificarla
posteriormente. En las muestras separadas durante el proceso de purificacién (Fig.
22b), se pudo observar que en el pellet y por consiguiente en los lisados (carriles
marcados como P, LF y LC) se encontré presente la proteina de interés en 23 kDa
aproximadamente. Por otro lado, en los lavados se denota que al usar el PB la proteina
paso a través de la columna, mientras que en los lavados con imidazol la presencia de
ésta disminuyd. Y en la elucion con 500 mM de Imidazol, se visualizé la proteina de
interés con menor intensidad comparada con las del pellet y los lisados. Como control
de la purificacion se uso la purificacion de la endolisina silvestre LysVPMSL1 (carril Lys).
La banda de ésta se observé incluso por debajo de la proteina quimérica, siendo esto

un indicador positivo de la diferencia en cuanto al tamafio debido a la fusion del péptido.
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Figura 22. a) Prueba de induccion y b) Monitoreo de purificacién. I, Inducido, NI, No inducido,
M, Marcador, P, Pellet, LF, Lisado crudo filtrado, LC, Lisado crudo por columna, PB, Solucién

amortiguadora, 20, 40 y 500 mM de Imidazol.

8.11 Cuantificacién de proteina por densitometria.

El software calculdé una concentracion de 432 pg/mL considerando las
intensidades de las bandas de cada una de las diluciones de albamina, las cuales se
observan en el gel en orden ascendente de concentracion de izquierda a derecha en
los carriles 1-5 (Fig. 23). La concentracion fue obtenida usando este método debido a
que la proteina no se encontraba pura, por lo que Unicamente con el software se

selecciond la banda a cuantificar correspondiente al peso de la proteina quimérica

(carril 8, Fig. 23).
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Figura 23. Gel para realizar cuantificacién de proteina mediante densitometria a partir de

diferentes diluciones de albimina.

8.12 Pruebas de actividad muralitica relativa de LysVPMS1-PCNP

La prueba de actividad muralitica mostré que LysVPMS1-PCNP reduce la
densidad optica (D.Osoonm) de 0.54 (tiempo inicial) a 0.30 en un tiempo menor a los 3
minutos, mientras que la silvestre muestra esa disminucion en la D.Oeso0o después de 20
minutos aproximadamente (Fig. 24 izquierda). La proteina quimérica disminuye en
mayor medida la densidad Optica comparada con la enzima silvestre. Indicando asi que
la enzima modificada requiere de menor tiempo para disminuir la densidad Optica de la
suspensién de bacterias utilizadas. El control se comporté con una tendencia tipica

dado que permanece constante.
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Figura 24. Cinética de actividad muralitica relativa(derecha) de la endolisina
LysVPMS1y LysVPMS1-PCNP (Quimera).

Por otro lado, para comparar la actividad muralitica tanto de la endolisina
LysVPMS1 como de la proteina quimérica, se obtuvieron las pendientes de cada réplica
a partir de las 60 lecturas obtenidas en cada una. El valor de actividad mas alto
calculado de la endolisina LysVPMS1 en este ensayo fue considerado como el 100% y
relativo a este porcentaje se obtuvo la proporcion de la actividad de la quimera.
Teniendo como resultado que la endolisina quimérica presentd 5.8 mayor actividad con

respecto a la actividad de la silvestre mayor (Fig. 25).
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Figura 25. Porcentaje de actividad muralitica relativa de las endolisinas silvestre
(LysVPMS1) y la quimera (LysVPMS1-PCNP).
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9. DISCUSION

La seleccion de la endolisina LysVPMS1 (silvestre) fue basada en el
conocimiento previo del efecto litico que ésta tiene sobre células Gram-negativas
sensibilizadas. No obstante, no se tenia informacion sobre la conformacién de su
estructura terciaria, la cual a su vez es importante ya que permite clasificarla mediante
busqueda de homologias con otras endolisinas a partir de su estructura primaria, como
comunmente lo hacen diferentes autores antes de evaluar la actividad de una nueva
endolisina (Oliveira et al., 2016; Lood et al., 2015 & Lim et al., 2014).

Por ello la basqueda de homologias se realiz6 en las bases de datos de
proteinas, sin embargo, la endolisina LyVPMS1 no pudo ser clasificada, debido a que
no se encontrd ninguna homologia con otra proteina en el andlisis bioinformético. Esto
tiene que ver con el hecho de que existe una gran deficiencia en la caracterizaciéon
estructural y bioquimica de las endolisinas en general (Maciejewska et al., 2017). Y esta
deficiencia es atribuida a que las proteinas pueden tener n configuraciones posibles de
su estructura terciaria, dificultando su estudio, por ello, aunque se han podido
determinar la secuencia de mas de 250, 000 proteinas a través de difraccién de rayos
X'y resonancia magnética nuclear, de estas apenas se conocen 20,000 estructuras

terciarias (Olivares-Quiroz & Garcia-Colin, 2004).

Por lo anterior se realiz6 el modelado ab initio de la endolisina LysVPMSL1 y de
la endolisina quimérica LysVPMS1-PCNP. Sin embargo, este tipo de modelado
precisamente tiene como desventaja que la prediccidn de su estructura se basa sélo en
la energia termodinamica, y dinAmica molecular de cada aminoacido para proponer una
conformacion tridimensional con minima entropia y maxima estabilidad (Patifio, 2015).
Mientras que el modelado por homologia o comparativo construye la estructura
desconocida de la proteina diana comparando y utilizando la informacién disponible de

su secuencia proteica homdloga = 50% (Gupta et al., 2014).
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Sin embargo, realizar una aproximacion de la estructura terciaria a través del
modelado in silico permiti6 realizar ella disefio racional de la proteina quimérica, ya que
como lo mencionan algunos autores para ello se debe tener idea de la estructura para
ubicar los sitios activos o regiones en donde se pueden ensamblar otras proteinas con
el fin de realizar una funcién bioquimica particular (Thireou et al., 2009 & Olivares-
Quiroz & Garcia-Colin, 2004). Y ademas considerar que la ubicacion de un dominio
puede afectar la localizacion y la funcionalidad de la molécula a fusionar (Sachdev &
Chirgwin, 1998). Aunado a esto se tomo en cuenta para la modificacion de la endolisina
el conocimiento general de endolisinas que actian contra Gram-negativas, en el cual
se hace mencion de manera particular que el dominio N-terminal es el sitio activo de la
enzima (Yang et al., 2014), siendo asi el lugar ideal para fusionar péptidos u otras

proteinas para mejorar la actividad litica (Schmelcher et al., 2011).

A su vez, poder generar las estructuras secundarias de las proteinas permitio
conocer sus conformaciones y comprobar teéricamente su estabilidad, lo cual, es el
resultado del equilibrio entre interacciones electrostéaticas, fuerzas de Van Der Waal y
puentes de hidrogeno (Patifio, 2015). La presencia de estas interacciones esta dada
por la composicion quimica de la cadena peptidica principal de la proteina, en donde el
grupo peptidico es el que determina la tendencia en el plegamiento, en donde la
secuencia de aminoacidos va modificando su configuracion espacial hasta alcanzar un
estado termodindmicamente estable con una estructura tridimensional particular
(Viguera, 2003). La estabilidad se pone de manifiesto cuando al encontrarse en un
disolvente polar las proteinas forman puentes de hidrégeno dando lugar a elementos
de estructura terciaria como las laminas beta y alfa hélices dextrogiras, que estan
conectados por lazos o loops y en ocasiones por regiones desordenadas, dando lugar
a la estructura nativa en donde se definen los sitios activos de la macromolécula, y solo
en este estado la proteina realiza la funcion bioguimica para la cual fue disefiada
(Olivares-Quiroz & Garcia-Colin, 2004). En caso de encontrarse desordenadas, no es
recomendable continuar y realizar el modelado 3D dado que son conformaciones no

estables (Contreras-Moreira, 2010).
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Los modelos obtenidos fueron soportados con criterios de analisis
preestablecidos, como son las distancias interatdmicas, asi como con la presencia de
aminoécidos especificos en los sitios cataliticos y los minimos de energia. Esto debido
a que son evaluaciones empiricas de interacciones dadas entre ligando y receptores.
Por ejemplo, las distancias interatémicas en un rango de 2-4 A se establecen debido a
que las constantes de uniébn mas altas de los ligandos surgen de fuerzas de atraccion
de corto alcance entre ambas moléculas (Novotny & Sharp, 1992). Ademas se
considero la seleccion de los aminoacidos Glutamico y Aspartico para determinar el
sitio catalitico, ya que en la mayoria de las lisozimas estos dos residuos se encuentran

en sus sitios cataliticos (Oliveira et al., 2013).

En los modelos de acoplamiento de la endolisina silvestre realizados tanto con
el mondmero de pared como con la fraccion de peptidoglucano, los aminoacidos que
se encontraron con mayor incidencia en los sitios cataliticos fueron el Glutdmico 91,
Aspértico 95 y Glutamico 135. Sin embargo, el aminoacido que prevalece al realizar los
modelos de la proteina quimérica es el Glutamico 135. Esto probablemente se deba a
que el programa considera la asignacion de plegamientos (Yang et al., 2012),
cambiando asi los sitios en donde se da la actividad. Es quiza debido a esta razén, que
no se encuentren el Glutamico 91 y Aspartico 95 en los sitios cataliticos de la proteina
guimérica. Ademas en el acoplamiento el ligando es tratado como una molécula flexible
mientras que la conformacion de la proteina es rigida, permitiendo asi que el ligando se
acople en otros lugares para maximizar la energia libre total durante la asociacion
(Verkhivker et al., 2002).

La presencia del aminoacido Glutamico 135 en los modelos con el monémero de
pared y el fragmento de peptidoglucano de LysVPMS1 y LysVPMS1-PCNP, es un
indicador determinante de su rol dentro del sitio activo. No obstante, esto debe ser
comprobado mediante mutagénesis dirigida, ya que al evaluar la actividad de las
enzimas mutantes éstas muestran pérdida o disminucién de su actividad enzimatica
(Kataoka et al., 2005).
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De igual forma en los modelos fue importante encontrar que el péptido fusionado
estuviera expuesto en las estructuras terciaras realizadas. Ya que éste inicialmente
interactuara con la superficie de la membrana insertdndose en la bicapa lipidica (Fjell
et al., 2012). Lo cual podria dar lugar a confirmar el disefio in silico de la proteina. No
obstante, esta interaccion no pudo ser observada en los modelos debido a que los
ligandos usados fueron pequefios. Pero si se observo en los modelos con el fragmento
de PG que los sitios con actividad se encontraban cercanos al péptido.

Con respecto a la construccion de la proteina quimeérica, esta se hizo mediante
la forma mas simple de combinacion, denominada fusion genética de extremo a
extremo, en donde los genes codificantes se unen entre si para que al ser expresados
lo hagan como una Unica cadena polipeptidica en un organismo hospedador (Schmidt,
2009). Esta construccion fue necesaria realizarla para poder llevar a cabo la produccion
recombinante de la quimera y comprobar experimentalmente la viabilidad del disefio
mediante pruebas de actividad, esto porque aunque los modelos son aproximaciones
tedricas para disefiar hipotesis valiosas comprobables (Yang et al., 2012), deben
evaluarse experimentalmente para verificar las caracteristicas estructurales y

especificidad enzimatica (Contreras-Moreira, 2010).

Dentro del contexto experimental, se re-estandarizaron condiciones de PCR para
la amplificacion del gen de interés, esto porgue se observaron bandas inespecificas.
Siendo necesario para eliminarlas realizar PCR con gradientes de temperatura, asi
mismo se comprobo la integridad del ADN de las extracciones realizadas, dado que si
éste se encuentra fragmentado dificulta la amplificacion de productos de la PCR,
afectando ademas la reproducibilidad de las técnicas posteriores (Alejos-Velazquez et
al., 2014).

La estrategia de clonar el inserto en el vector de clonacibn pGEM-T Easy,
suponia ventajas como evitar su degradacion por acciéon de nucleasas, no obstante, al
transformar las células competentes DH5a éstas presentaron crecimiento tardio (cinco

dias). Esto inicialmente fue un problema, debido a que sdélo se esperaban las 16 horas
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de incubacibn y no se observd crecimiento de colonias de las diferentes
transformaciones realizadas. Por lo cual fue necesario dejar la placa por mayor tiempo
a temperatura ambiente (30° C) hasta comprobar si se presentaba el crecimiento de las
células. Este comportamiento en el crecimiento podria ser efecto del mismo vector de
clonacion porque pGEM-T Easy tiene la capacidad de formar un alto nimero de copias
dentro de la célula, creando una carga metabdlica alta para la célula, reflejdndose en la
reduccion de la velocidad de crecimiento (Lara, 2011; Dong et al., 1995). Sin embargo,

si se logro la obtencion de clonas positivas.

La ligacion del inserto con el vector de expresion fue uno de los retos mas
importantes, debido a que se realizaron numerosas pruebas. Se cambiaron las
proporciones de inserto (3:1 y 6:1), asi como del vector, incluso realizando nuevas
purificaciones de este, o usando otro vector de expresion (pET32b) sin éxito. Al
respecto, la literatura menciona que las ligaciones pueden ser afectadas por la
temperatura, concentracién idnica en la solucion y por la naturaleza de los extremos ya
sea cohesivos o romos. Se utilizaron proporciones 3:1 (inserto-vector), 5:1 6 10:1 con
10 a 30 veces mas ligasa respectivamente (Lépez, 2018). El protocolo de ligacion se
siguié conforme a lo especificado, sin embargo, la temperatura de la reaccion no fue
monitoreada, por lo que probablemente esta haya sido la causa del fracaso de las
ligaciones con el vector de expresion usando T4 ADN ligasas. La ligacion exitosa se
obtuvo con el kit de clonacién In-Fusion® HD Eco Dry™, este método asegura el
proceso por la adicion al inserto de extremos sobrelapantes (15 pb) que corresponden
a los extremos complementarios del vector linearizado usado (pColdl), los cuales
posteriormente en la mezcla de reaccion se hibridaron en los sitios complementarios.

Ademas, se consideraron todas las especificaciones sugeridas por el fabricante.

Obtenida la ligacion en el vector de expresion, nuevamente se presentaron
problemas con el proceso de transformacion ya que no se obtenia el crecimiento de
colonias. Por ello se realizaron ajustes en el protocolo de transformacion de células
competentes. Se probaron dos cepas competentes, Stellar y DH5a con la finalidad de

descartar una baja competencia de la cepa Stellar. Para esto diferentes
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concentraciones de células transformantes se usaron, utilizando dos volumenes de la
reaccion de ligaciéon 2.5 y 5 uL fueron probadas, siendo la primera con la que se logro
la transformacion de células, el segundo volumen probablemente la inhibia debido a
que las células pueden ser sensibles a la enzima In-Fusion. Finalmente, al transformar
células con el control positivo pUC19, se demostr0 que estas se encontraban

competentes y en buen estado.

La actividad muralitica se refiere a la capacidad que tienen las endolisinas de
degradar la capa de peptidoglucano que conforma la pared celular bacteriana (Briers,
2006). Y en este trabajo se consideré como relativa debido a que la actividad residual
de la quimera es expresada en porcentaje comparandola con la silvestre la cual es
ponderada como el 100% de actividad relativa (Oliveira et al., 2016). Un resultado en
condiciones Optimas y un exceso de sustrato, presenta una caida lineal inicial de la
densidad optica tras la adicion de la enzima, seguida de una disminucion gradual de la
pendiente causada por el agotamiento de la enzima y / o la concentracion de sustrato
inferior (Briers et al., 2006). En este estudio la prueba de actividad de la proteina
quimérica fue realizada utilizando el método turbidimétrico en microplacas, usando
células con la pared celular expuesta mediante el uso de agentes permeabilizadores
evaluando la disminucion de la densidad Optica de la suspension de bacterias
sensibilizadas (Zermefio-Cervantes, 2012). Los resultados mostraron que la enzima
modificada disminuye drasticamente la densidad 6ptica (D.Osoonm) €n pocos minutos de
0.54 a 0.22, mientras que la silvestre cayé de 0.54 hasta 0.28 en un tiempo mas
prolongado, esto es indicador de que la velocidad de reaccién es mayor en la quimera
que en la silvestre, lo cual se puede relacionar con la afinidad otorgada, por la
modificacion mediante la fusion del péptido, ya que el disefio se basé en la idea de que
el péptido permitiria el ingreso de la endolisina a través de perforaciones locales en la
membrana externa Gram-negativa, por interferencia de las fuerzas estabilizadores
i6nicas e hidrofébicas, que permiten la union del péptido con los cationes divalentes
presentes en los lipopolisacaridos anionicos, para que posteriormente la quimera actie
de forma similar a la endolisina silvestre y degrade enzimaticamente la capa de

peptidoglicano (Gerstman et al., 2016 & Briers et al., 2014).
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No obstante, al ser probada la actividad sobre células sensibilizadas en donde la
pared celular ya se encuentra expuesta, quedaria el hecho de que la disminucion en la
densidad 6ptica y por ende el aumento en la actividad muralitica relativa de 5.8 veces
con respecto a la de la silvestre, estaria dada segun Briers & Lavigne (2015) al aumento
de la concentracion de la proteina en el sitio de accion por efecto de las fuertes
interacciones de las cargas positivas de las argininas y lisinas que comprenden al
péptido PCNP con la superficie polianidnica de la célula, que permite un mayor contacto
de los dominios de la endolisina con el peptidoglucano degradandolo de esta forma y

reflejandose en la disminucién de la DO asi como en el aumento de actividad.

En este trabajo se demostré que la modificacidon de la enzima silvestre provoca
un aumento en la actividad muralitica sobre células sensibilizadas, consecuencia de la
fusion del nanopéptido policationico. El cual ha sido utilizado con éxito cuando se
fusiona con otras endolisinas, ya sea mejorando sus propiedades muraliticas y
antibacterianas asi como el incremento de la actividad enzimatica en amplios intervalos
de salinidad y pH cuando es unido al dominio C-terminal de endolisinas provenientes
de fagos que infectan a bacterias Gram-positivas (Schmelcher & Loessner, 2016).
Mientras que en las endolisinas que van dirigidas a Gram-negativas el péptido funciona
como un permeabilizador de membrana externa, este promueve la transferencia de la
endolisina a través de esta estructura cuando es fusionado al dominio N-terminal (Briers
et al., 2014a). Sin embargo, este Ultimo mecanismo de accién aldn necesita ser

comprobado en la actividad de la quimera LysVPMS1-PCNP.

Por otro lado, el disefio de una nueva proteina por ende trae consigo diferentes
retos a solucionar, el mas importante en este trabajo fue poder expresarla de forma
recombinante. El siguiente paso fue probar si era activa, y aunque se pudo corroborar
gue hubo un aumento en la actividad con la modificacion realizada, aun son necesarios
diferentes estudios para poder caracterizar las propiedades de la endolisina quimérica.
Como son pruebas de actividad sobre células viables con sus respectivas repeticiones

para descartar cualquier error y no sobre o sub estimar la actividad. Pruebas de
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estabilidad a diferente salinidad, pH, temperatura (Schmelcher, 2016); asi como la
evaluacion de especificidad, es decir si ésta tiene actividad sobre otras cepas de Vibrio
e incluso probar con cepas patdgenas de origen dulceacuicola. Asi mismo podria
comprobarse el mecanismo de accion de la endolisina quimérica (Briers, 2014). Aun se
puede realizar un célculo mas exacto de la actividad muralitica relativa, probando
diferentes concentraciones para correlacionar la actividad y la cantidad. Otra prueba
interesante seria observar la diferencia en la actividad cuando ademas del péptido se
fusiona un enlazador el cual brinda mayor flexibilidad a la molécula y mantiene

separadas las estructuras y funciones de cada una (Schmidt, 2009).

Finalmente, los péptidos catidnicos son de los compuestos que han tenido auge
en los ultimos afos debido a sus propiedades, y de acuerdo a lo observado en este
trabajo definitivamente favorecen en un aumento en la actividad cuando son fusionados
con proteinas, por lo que es importante seguir explorando el uso de estos compuestos
dentro de la ingenieria de proteinas.
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10. CONCLUSIONES

El disefio racional fue una estrategia util que permitié proponer la modificacion
de la endolisina LysVPMS1, ya que no se tenian datos sobre la conformacion
estructural terciaria. No obstante, es necesario seguir estudiando la estructura de esta

proteina para poder conocer a fondo su mecanismo de accion.

Gracias al modelado ab inito y analisis de acoplamiento molecular mediante el
uso de herramientas bioinformaticas, se determiné el posible arreglo estructural

tridimensional e interaccion de acoplamiento méas estable energéticamente hablando.

El modelo 1 del andlisis de acoplamiento in silico de la endolisina LysVPMS1 fue
el que cumplié con la mayoria de los criterios de andlisis presentando un sitio catalitico

de relevancia, determinado por la presencia de los aminoacidos Glutamico y Aspartico.

En el modelo 1 el dominio N-terminal de LysVPMSL1 se encontr6é expuesto, esto
corroboré la aseveracion de algunos autores de que esta region era la ideal para
fusionar péptidos u otras proteinas para mejoras en la actividad y proponer el disefio in

silico de la quimera.

Se corrobord in silico el disefio de la proteina quimérica al analizar la estructura
terciaria de la proteina LysVPMS1-PCNP y encontrar expuesto al nanopéptido PCNP,

ya que de esta forma podria interaccionar con la membrana externa bacteriana.

La importancia del aminoacido glutamico #135 qued6 demostrada al presentarse
en los sitios cataliticos de los mejores modelos tanto de la endolisina silvestre como de
la quimérica. Sin embargo, aun se requieren estudios de mutagénesis dirigida para

comprobarlo.

El disefio de la quimera se comprob6 experimentalmente mediante la expresion

recombinante, ya que al ser expresada por la célula y mostrar actividad es indicador de
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la estabilidad de la misma, dado que las proteinas Unicamente presentan actividad

cuando su conformacion estructural es la adecuada.

La actividad muralitica relativa de la enzima quimérica fue 5.8 veces mayor con
respecto a la actividad de la silvestre, y el aumento es atribuido a la accion del péptido
fusionado ya que este provoca un aumento de la concentracioén de la proteina en el
sustrato por efecto de las interacciones de las cargas positivas de sus componentes

con la superficie polianidnicas de la membrana externa celular
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