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Abreviaturas

Amp Ampicilina

BAAR Bacilo acido-alcohol resistente

°C Centigrados

CDC Centros para el control y prevencidon de enfermedades
DO Densidad Optica

DPBS Dulbecco’s Buffer fosfatos salino
DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiaminotetracético

ERN Especies reactivas de nitrégeno

ERO Especies reactivas de oxigeno

EUA Estados Unidos de América

FDA Administracion de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos
GFP Proteina verde fluorescente

h, min,seg  Hora, minutos, segundos

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopiran6sido
Kg, g, ug Kilogramos, gramos, microgramos

L, mL, uL Litro, mililitro, microlitro

LB Luria Bertani

LBST Lisado bacteriano soluble total

MarP Proteina de resistencia a medios acidos de Mycobacterium
MDR Multirresistente

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

rpm Revoluciones por minuto

SDS Dodecilsulfato de sodio

B Tuberculosis

TEMED Tetrametiletilendiamina

TST Prueba cutanea de tuberculina

U Unidades

VIH Virus de inmunodeficiencia humana
WHO Organizacion mundial de la salud

XDR Extensamente resistente
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1. INTRODUCCION

1.1. Tuberculosis y Mycobacterium tuberculosis

1.1.1. Tuberculosis como problema de salud publica

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades con mayor indice de mortalidad a nivel mundial
y es la principal causa de muerte de pacientes infectados con VIH. El centro de control de enfermedades
(CDC) de los E.U.A. estima que afecta a cerca de una cuarta parte de la poblacién mundial®.

En el afio 2017, se registraron alrededor de 10 millones de casos de TB activa y 1.3 millones de
defunciones derivadas de la enfermedad. De acuerdo con datos reportados a la organizacién mundial de la
salud (WHO), ese mismo afio, en México se presentaron 23,520 casos y una tasa de mortalidad de 1.6 por
cada 100 mil habitantes (excluyendo los casos de TB-VIH)?2.

Figura 1-1. Representacion del mecanismo de transmision de M. tuberculosis.

Tomada y modificada de: CDC — Core curriculum on tuberculosis. What the clinician should know. 6th
edition, 2013. Web: https://www.cdc.gov/tb/education/corecurr/index.htm. Obtenida el 30-01-2019.

1 CDC - Tuberculosis (TB) Data and Statistics (https://www.cdc.gov/tb/statistics/). Obtenida el 30-01-2019.
2 WHO - Tuberculosis country profiles — Mexico, 2017 (https://www.who.int/to/country/data/profiles/en/). Data are as reported to
WHO. Estimates of TB and MDR-TB burden are produced by WHO in consultation with countries. Obtenida el 30-01-2019.

12


https://www.cdc.gov/tb/statistics/
https://www.who.int/tb/country/data/profiles/en/

1.1.2. M. tuberculosis y su ciclo biolégico

Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de TB, es un bacilo Gram-positivo intracelular
obligado. De forma general, la infeccion comienza cuando finas particulas de aerosoles que contienen
micobacterias (microgotas generadas por individuos con enfermedad activa) son depositadas en los
pulmones de un hospedero sano (Figura 1-1) [Cambier et al., 2014]. Una vez que han llegado a los alveolos,
las micobacterias son fagocitadas y secuestradas (dentro de un fagosoma) por macréfagos y otras células
fagociticas (p.ej., neumocitos tipo Il y células dendriticas). De manera usual, ahi son eliminadas por las
condiciones intracelulares prevalentes: alta concentracién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
nitrégeno (ERN), péptidos antimicrobianos, acidificacion del medio y privacion de nutrientes, las cuales
representan un medio con propiedades bactericidas [Botella et al., 2017]. Sin embargo, en situaciones
excepcionales, M. tuberculosis evade ese mecanismo de defensa del sistema inmune del hospedero y
persiste dentro de las células fagociticas [Biswas et al., 2010], lo que permite su multiplicacién y posterior

liberacion (cuando la célula infectada muere), favoreciendo la diseminacion bacteriana.

1.1.3. Patogenia celular y molecular

En el alveolo del hospedero, el principal sistema de defensa contra la enfermedad es la fagocitosis
de la micobacteria por macréfagos. Este proceso inicia mediante contacto directo del patégeno con
receptores de membrana celular (p.ej., de manosa, del complemento, o del tipo Toll). Una vez fagocitada,
la micobacteria reside dentro de una vesicula denominada fagosoma [Smith, 2003], donde es neutralizada
por el microambiente subcelular prevalente. Sin embargo, con el tiempo y por accion de una habilidad aun
no descifrada, la micobacteria altera el estado de maduracion del fagosoma y subsiste de manera indefinida
[Glickman & Jacobs, 2001].

Una vez establecida la infeccion, inicia el proceso de formacion del granuloma tuberculoso: los
macréfagos infectados producen y secretan citocinas, las cuales actian como sistema de sefializacién e
inducen la migracién de monocitos, neutréfilos y linfocitos hacia el sitio de la infeccién. Sin embargo, esta
respuesta celular es incapaz de eliminar a la micobacteria de forma efectiva. Aln mas, resisten la accion
bactericida de los macréfagos, previenen la fusion fagosoma-lisosoma, y logran multiplicarse de manera
eficiente, conduciendo a la necrosis celular. Una vez liberados, los bacilos contintan multiplicAndose en el
ambiente extracelular y son recapturados por macréfagos no infectados, los cuales (eventualmente) también
seran destruidos. En esta etapa, las micobacterias también son fagocitadas por células dendriticas. Una vez
cargadas, viajan hacia los nddulos linfaticos locales y participan tanto en la activacion de células T como

en el transporte de la micobacteria a tejidos extrapulmonares. Ante esto, las células T activadas migran a la
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Figura 1-2. Formacion del granuloma tuberculoso.

Tomada y modificada de: Salgame, 2011.

zona de infeccion. De manera general, la acumulacion de células del sistema inmune en el sitio de infeccion

bacilar Ileva a la formacion del granuloma tuberculoso (Figura 1-2) [Ahmad, 2011; Salgame, 2011].

1.1.4. Diagnostico y tratamiento

El diagnostico de TB inicia con la evaluacion médica del historial clinico y exploracion fisica del
paciente. La sintomatologia basica de TB pulmonar incluye: tos persistente por mas de 3 semanas (con o
sin esputo), hemoptisis, dolor en el pecho, pérdida del apetito, pérdida de peso, sudoraciones nocturnas,
fiebre y fatiga. En los casos de TB extrapulmonar, la sintomatologia depende de los tejidos y 6rganos
afectados. En la mayoria de los casos, la exploracion fisica no es suficiente para confirmar la enfermedad,
por lo que diferentes herramientas diagndsticas son utilizadas para el diagndstico especifico de TB.

De acuerdo con los lineamientos recomendados por la CDC, la seleccion de los métodos de analisis
debe basarse tanto en los motivos, contexto y disponibilidad como en el indice costo-beneficio de las
pruebas diagndsticas. El analisis radiografico y la tomografia computarizada son utilizadas para identificar
anormalidades en la cavidad toracica, en busca de las lesiones tipicas asociadas a TB. De manera comun,
la prueba de la tuberculina (TST) es utilizada como apoyo para el diagndstico presuntivo. Asimismo, la
determinacion cuantitativa de interferon-gamma, por métodos estandar (p.ej., QuantiFERON®-TB Gold), y
la deteccion del agente infeccioso, mediante examenes bacterioldgicos, representan dos herramientas

diagndsticas de apoyo confirmatorio.
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De manera especifica, la deteccion de M. tuberculosis demanda la disponibilidad de un espécimen
clinico (p.ej., esputo, exudado, o liquido bioldgico), el cual debe ser obtenido y procesado por personal
capacitado. La deteccion microscépica de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) provee la primera
evidencia bacterioldgica de TB. Para este fin, dos métodos se aplican de manera tipica: uno cromogénico,
que utiliza a carbol-fucsina como agente de contraste colorido, y otro fluorogénico, que emplea a auramina-
rodamina como agente fotoluminiscente. Cabe destacar que estas pruebas presentan una baja sensibilidad,
por lo que habitualmente se consideran como examenes de tamiz inicial. En casos de pacientes con cuadro
clinico presuntivo de TB y resultados negativos de baciloscopia se recomiendan las pruebas moleculares,
mediante técnicas de amplificacidn de &cidos nucleicos, para identificar de manera rapida y confiable a la
micobacteria. Como consenso internacional, el estandar de oro para la confirmacion de TB es el cultivo
bacteriano y la consecuente tipificacion de M. tuberculosis. Ademas, esta prueba permite la identificacion
y caracterizacion de cepas resistentes a los antibiéticos utilizados en el tratamiento de TB.

Una vez diagnosticada, el tratamiento quimioterapéutico debe iniciar a la brevedad posible. De
acuerdo con la CDC, en la actualidad existen 10 farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento de TB.
Aungue no se han incorporado al cuadro tipico, algunas fluoroquinolonas (levofloxacino, moxifloxacino y
gatifloxacino) se utilizan para el tratamiento de pacientes infectados con cepas multirresistentes o en
pacientes intolerantes a los farmacos de primera linea (aprobados por la FDA): isoniazida, rifampina,
etambutol y pirazinamida. El tratamiento anti-TB es prolongado, con una duracién minima de 6 meses, de
tal manera que se asegure la eliminacion de la micobacteria y se reduzcan los indices de transmision. En
caso de incumplimiento del esquema terapéutico, la infeccidn puede reaparecer con altas probabilidades de
haber generado cepas resistentes a los farmacos utilizados.

En la actualidad, las opciones de tratamiento farmacol6gico contra cepas de M. tuberculosis
resistentes a farmacos (p.ej., MDR y XDR) son limitadas; por tal motivo, es prevalente la necesidad de
disefiar estrategias experimentales que permitan el desarrollo de vacunas o la identificacion de moléculas

anti-TB, capaces de prevenir, detener, o curar la infeccion [Elkington & Friedland, 2015].

1.2. Protedlisis, plegamiento y secrecién de proteinas en procariotas

1.2.1. Protedlisis de proteinas

Las proteasas son polipéptidos que probablemente surgieron durante los estadios tempranos de la
evolucion como simples enzimas destructivas necesarias para el catabolismo de proteinas y la generacién
de aminoacidos. Por muchos afios, las propiedades proteoliticas han sido el principal objeto de estudio. Sin
embargo, su papel como tijeras moleculares que catalizan reacciones altamente especificas representa un

area de investigacién promisoria [Lopez-Otin & Bond, 2008].
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Las proteasas bacterianas representan una coleccidén extensa de enzimas que juegan papeles
esenciales en la viabilidad celular, respuesta a estrés y patogenicidad. A pesar de que su perturbacion es
atractiva para el desarrollo de farmacos antimicrobianos, en la actualidad no son dianas terapéuticas de
aplicacion clinica [Culp & Wright, 2017]. EI género Mycobacterium codifica una amplia diversidad de
proteasas especializadas que le permiten subsistir dentro del hospedero (Tabla 1-1).

Tabla 1-1. Genes codificantes para proteasas anotados en los genomas de M. leprae, M. tuberculosis, M. bovis y M.
avium (paratuberculosis).

Proteina M. leprae M. tuberculosis M. bovis M. avium Comentarios sobre la funcién
AmiAl MLO0709 Rv3305c Mb3333c * Aminohidrolasas

AmiB1 MLO0708 Rv3306¢c Mb3334c *

MapA ML1831c Rv0734 Mb0755 MAP4200 Aminopeptidasas

MapB ML1576¢ Rv2861c Mb2886¢ MAP2934c

DacB1 MLO0691c Rv3330 Mb3363 MAP3448 Probables carboxipeptidasas
DacB2 * Rv2911 Mb2935 MAP2979

FtsH ML0222 Rv3610c Mb3640c MAP0448

Gep ML0379 Rv3419c Mb3453c MAP4263 Metaloproteasas

Unnamed ML2613c Rv0198c Mb0204c *

ClpB ML2490c Rv0384c Mb0391c MAP3853

ClpC ML0235 Rv3596¢ Mb3627¢c MAP0461

ClpX ML1477¢c Rv2457c Mb2484c MAP2278c Chaperoninas-proteasas

ClpX' * Rv2667 Mb2686 MAP2787

ClpP2 ML1479c Rv2460c Mb2487¢c MAPQ426¢

ClpP1 ML1480c Rv2461c Mb2488c MAP2281c

MycP1 MLO0041 Rv3883c Mb3913c MAP4239c

MycP2 MLO0037 Rv3886¢ Mb3916¢ 3

MycP3 ML2528c Rv0291 Mb0299 MAP3787 Micosinas

MycP4 * Rv3449 Mb3479 MAP4239c

MycP5 ML1538c Rv1796 Mb1824 MAP1511

HtrA3 ML1078 Rv1223 Mb1255 MAP2555¢

HtrA4 ML2659 Rv0125 Mb0130 MAP3527 HtrAs: Proteasas de choque térmico
HtrA2 MLO0176 Rv0983 Mb1009 MAP0918

PepB MLO0864c Rv2213 Mb2236 MAP1953

PepC ML2213c Rv0800 Mb0823 MAP0632

PepE ML1136 Rv2089c Mb2116¢c MAP1823c Pens: Probables pentidasas

PepN ML1486 RV2467 Mb2494 MAP2287 ps: pep

PepQ MLO0521 Rv2535¢ Mb2564c MAP1096

PepR ML0855 Rv2782c Mb2805¢c MAP2890

PrcA ML1323 Rv2109c Mb2133c MAP1834c

PrcB ML1322 Rv2110c Mb2134c  MAPig3sc ' roteasomas

PtrB ML2226 Rv078(1/2) Mb0804 MAP0615 Probable proteasa Il

SppA ML1839c Rv0724 Mb0745 MAP4188 Posible proteasa IV

Unnamed ML2704 Rv3915 Mb3946 MAP4341

Unnamed ML2295¢ Rv3668c Mb3692c MAP0406

Unnamed ML1288 Rv2141c Mb2165c ~ MAPiggec - ropableproteasa

Unnamed ML2382c Rv0457c Mb0466¢ *

Unnamed ML2298c Rv3671c Mb3695¢ MAP0403 Posible serina proteasa asociada a membrana
Unnamed ML1582c Rv2869c Mb2894c MAP2939c Posible proteasa de corte intermembrana
HtpX ML2278 Rv0563 Mb0578 MAP4059 Probable proteasa transmembranal de chogue térmico
Pip * Rv0840c Mb0863c MAP0684c Iminopeptidasas

Unnamed * Rv1977 * *

Pcp * Rv0319 Mb0327 * Pirrolidona-carboxilato peptidasa
LepB ML1612c Rv2903c Mb2927¢c MAP2971c Probables peptidasas de sefial
LspA ML1199 Rv1539 Mb1566 MAP1250

Unnamed ML1339c Rv2672 Mb2691 MAP2792

Unnamed ML1632c Rv2223c Mb2247¢c MAP1967c Probables proteasas secretadas
Unnamed ML1633c Rv2224c Mb2248c MAP1968c

Tomada y modificada de: Ribeiro-Guimaraes & Pessolani, 2007.
* No se identificd homologo alguno.
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1.2.2. Plegamiento de proteinas

El proceso mediante el cual un polipéptido naciente adquiere su estructura tridimensional nativa se
conoce como plegamiento [Feldman & Frydman, 2000]. Para algunas proteinas, como la ribonucleasa, este
proceso puede ocurrir de forma espontanea, ya que el estado nativo demanda un minimo de energia global
para su conformacion. Sin embargo, la mayoria requiere de la asistencia de otras proteinas, denominadas
chaperonas moleculares, que facilitan el proceso. ElI conocimiento sobre el plegamiento de proteinas es
clave en la comprension de diversas patologias en humanos, p.ej., la enfermedad de Alzheimer, ya que
mejora la habilidad de manipular o intervenir a nivel celular [Chen et al., 2007].

A nivel fisiologico, el plegamiento correcto es esencial para la funcion de las proteasas, ya que
juegan un papel clave en los mecanismos de procesamiento y activacién de otros polipéptidos que participan
en diversas funciones celulares, p.ej., procesamiento de insulina y activacion de caspasas. Ademas, son

fundamentales en la degradacion de intermediarios polipeptidicos mal plegados.

1.2.3. Chaperonas moleculares

Las chaperonas moleculares, como facilitadoras del plegamiento, no transmiten informacion
adicional a los polipéptidos asistidos para que logren su estructura nativa correcta, la cual depende de la
secuencia primaria (residuos de aminoacidos) que la conforma. Su funcion principal es catalizar el
plegamiento de proteinas favoreciendo el ensamblado estructural que demande menor energia global. Para
este fin, ejercen su funcidn uniéndose y estabilizando a polipéptidos parcialmente plegados (o mal plegados)
gue aparecen como intermediarios a lo largo del proceso. En ausencia de chaperonas moleculares, los
intermediarios del plegamiento son inestables y frecuentemente se agregan formando complejos insolubles,
los cuales son potencialmente toxicos para la célula [Cooper et al., 2000].

Los estudios en modelos bacterianos proporcionaron la base para comprender la maquinaria
molecular y el mecanismo de la biosintesis de proteinas. Las proteinas recién sintetizadas que emergen del
ribosoma se enfrentan a un entorno que alberga una amplia diversidad molecular y, en estas condiciones,
son particularmente vulnerables al plegamiento incorrecto y agregacién. Ademas del posible efecto toxico
per se, la agregacion proteica representa un deterioro adicional para la célula, ya que reduce el reciclaje de
amino&cidos, bloguea la accion de las chaperonas moleculares y de las proteasas, secuestra a proteinas
funcionales no relacionadas, y afecta la funcién asociada a la proteina agregada. Como respuesta, las células
evolucionaron un mecanismo general para reducir el plegamiento anomalo: la asistencia de chaperonas
moleculares (Figura 1-3) [Sabate et al., 2010]. En bacterias, tres chaperonas altamente conservadas: DnakK,
GroEL y TF, son las principales responsables de prevenir tanto el plegado incorrecto o prematuro como las

interacciones no nativas de proteinas citosélicas durante su biosintesis [Phan & Houben, 2018].
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1.2.4. Secrecion de proteinas

Para exportar proteinas, las bacterias evolucionaron distintos sistemas de secrecion. Mientras que
algunos estan conservados en la mayoria de las bacterias estudiadas, p.ej., los sistemas Sec y Tat, otros sélo
estan presentes en especies que secretan un nimero limitado de proteinas. Esta especializacion incluye los
sistemas del tipo | al tipo V1, presentes en bacterias Gram-negativas donde son criticos para la patogénesis,
ya que participan en la secrecion de factores de virulencia [Phan & Houben, 2018].

Las micobacterias utilizan una maquinaria Sec como sistema clasico para la secrecién de proteinas
(etiquetadas con una secuencia sefial en el extremo N-terminal) a través de la membrana citoplasmica, el
cual consta de los componentes de membrana SecY, SecE, SecG, SecD y SecF, y la ATPasa SecA (que
reconoce a la secuencia sefial). En Mycobacterium, todo indica que el mecanismo funciona de manera
equivalente al establecido en otras bacterias. De forma similar, las micobacterias también utilizan una via
de exportacion de doble arginina (Tat), una maquina independiente que posee la capacidad Unica de
translocar proteinas plegadas a través de la membrana citoplasmica. Los clientes de este sistema son
dirigidos a la maquinaria de transporte mediante una secuencia sefial (de estructura parecida a la requerida
por Sec) que incluye un motivo RRXX cercano al extremo N-terminal (donde XX corresponden a dos
residuos no cargados) [Champion & Cox, 2007].
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Figura 1-3. Accion de chaperonas moleculares durante la biosintesis de proteinas.

Tomada y modificada de: Cooper et al., 2000.
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Una diferencia bioldgica de las micobacterias es la presencia de una capa externa compuesta de
acidos grasos poco usuales, denominados &cidos micolicos, que funciona como segunda barrera hidrofobica
(después de la membrana citoplasmica). Ante esta particularidad, emerge la interrogante ¢qué mecanismo
utilizan para exportar y retener proteinas hacia la superficie celular? Recientemente, se describi el sistema
de tipo VII (SST7), también conocido como el mecanismo ESX, que conforma la via de secrecién méas
importante para las micobacterias. De manera breve, después de ser reconocidos en el citosol, los clientes
de SST7 son guiados hacia la membrana citoplasmica y transportados a través de la envoltura celular. Este
proceso es mediado por los componentes de membrana EccB, EccC, EccD, EccE y MycP, los cuales estan
altamente conservados y son esenciales para SST7 (Figura 1-4) [Houben et al., 2014].

De manera general, tanto los componentes de los diversos sistemas de secrecion como aquellos de
los sistemas de plegamiento y degradacion de proteinas representan blancos atractivos para el disefio de
nuevos antibidticos, ya que los mecanismos involucrados son esenciales para la supervivencia y virulencia

del pat6geno.
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Figura 1-4. Modelo del sistema de secrecion tipo VII (SST7).
Las proteinas Esx y PE/PPE son exportadas en forma dimérica por SST7. El reconocimiento de clientes ocurre
mediante un motivo de secrecién presente en el C-terminal. EI componente citosolico EspG reconoce a los
clientes y los conduce hacia un canal de membrana (hipotético), conformado por EccB, EccC, EccD y EccE.

Tomada y modificada de: Houben et al., 2014.
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1.3. Familia de enzimas serina proteasas

1.3.1. Estructuray funcion

Cerca de una tercera parte de todas las proteasas se pueden clasificar dentro de la familia de enzimas
serina proteasas, las cuales reciben esta nomenclatura debido al residuo de serina (Ser) presente en el sitio
activo. Estas proteasas se distinguen por la presencia de una triada catalitica: Asp-His-Ser, la cual se
encuentra en cuatro contextos estructurales diferentes (clases), tipificadas de acuerdo con enzimas modelo:
guimotripsina, subtilisina, carboxipeptidasa Y, y proteasas del tipo Clp [Hedstrom, 2004].

Como modelo de enzimas serina proteasas, la estructura de quimotripsina consta de dos barriles 8
y una hendidura catalitica ubicada entre ambos (Figura 1-5), la cual incluye la triada Ser-His-Asp, la cavidad
del oxoanidn y el sitio de interaccion con el sustrato (cavidad S1) [Hedstrom, 2004].

Las enzimas serina proteasas son codificadas por diferentes organismos (eucariotas y procariotas)
y por algunos virus, y surgieron durante la evoluciéon como un grupo abundante y diverso [Ruiz-Perez &
Nataro, 2013]. Una amplia variedad de procesos biolégicos depende de la actividad hidrolitica de las

proteasas. Independiente a la complejidad del organismo, estas enzimas son esenciales en todo momento (a

Figura 1-5. Estructura del cristal de a-quimotripsina.

PDB ID: 2CHA. Imagen obtenida mediante visualizacion con UCSF
Chimera 1.12 Package.
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nivel celular), ya que todas las proteinas producidas deben procesarse con fines de reciclado de aminoacidos
[Wiadyka & Pustelny, 2008]. De manera especifica, las proteasas similares a quimotripsina participan en
muchos procesos fisioldgicos criticos, tales como digestion, hemostasia, apoptosis, transduccion de sefiales,

reproduccion y respuesta inmune.

1.3.2. Mecanismo catalitico

El mecanismo de reaccidn generalmente aceptado para las enzimas serina proteasas (Figura 1-6)
consiste en la formacién de un nucleéfilo alcoxido, generado a partir de la deprotonacion de la serina
catalitica, a través de un distribuidor de cargas conformado por la triada catalitica Asp-His-Ser. Este sistema
transfiere los protones en direccién de Asp y los electrones en direccion de Ser, donde His participa como
un intermediario. Una vez activado, por accién de las condiciones del medio (p.ej., pH) o la unién a
sustratos, el alcéxido realiza un ataque nucleofilico al enlace peptidico susceptible a hidrélisis. De manera
especifica, ataca al carbono del carbonilo, formando un nuevo enlace covalente y desplazando los electrones
del doble enlace, lo que conduce a la conformacidn de una estructura intermediaria tetraédrica (la cual es
estabilizada por los grupos amino presentes en la cavidad del oxoanién). Enseguida, el electrén libre del
oxoanién regresa a reformar el doble enlace del carbonilo, rompiendo el enlace peptidico y liberando (como
grupo saliente) la porcion C-terminal del polipéptido hidrolizado, auxiliado por el grupo amino en la
posicion épsilon de His, que participa como un &cido que dona su protén al grupo amino saliente. Por otro
lado, la acil-enzima es hidrolizada mediante la asistencia de His, que deprotona una molécula de agua y

tetrahedral
intermediate acylenzyme tetrahedral

Ser195 Gly193 intermediate
R TP

'

195

AT
"
102 _,gg-

Figura 1-6. Mecanismo de accién de las enzimas serina proteasas.

Tomada y modificada de: Hedstrom, 2002.
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genera una base capaz de atacar de nuevo al carbono del carbonilo, desplazando el doble enlace y generando
una estructura tetraédrica intermedia. Una vez reformado el doble enlace del carbonilo, se libera tanto la
enzima como la porcion N-terminal del polipéptido hidrolizado.

1.3.3. Regulacién de la actividad proteolitica

La regulacion de la actividad bioquimica de las proteasas ocurre en diferentes niveles: expresion y
sintesis del producto génico, ensamblaje de complejos proteoliticos, activacién de la actividad catalitica,
interacciones con moduladores enzimaticos, y control de la distribucion espacial-temporal de enzimas y
sustratos [Bai & Pfaff, 2011]. La protedlisis especifica produce sustratos activos o inactivos; en tanto, la
protedlisis inespecifica resulta en la degradacion proteica. Por lo tanto, las proteasas son potencialmente
peligrosas para la funcionalidad celular. Para evitar esto, los organismos evolucionaron una amplia gama
de mecanismos con el fin de controlar la actividad proteolitica (Figura 1-7). Por ejemplo, agrupan los genes
en operones (en bacterias), modulan la expresion génica en diferentes niveles, realizan modificaciones

postraduccionales, y codifican para inhibidores especificos [Wtadyka & Pustelny, 2008].

clustering prolease genes
m n operons

transcription * regulatory systems, 6.g., agr, SarA

9/_\/-\? RBS sequence

transiation
@ Inhibition by profragment

* activation of zymogen by

limited proteclisis

dstiranshi al
postransistions! + interaction with inhibitors

modification

Figura 1-7. Regulacion de la actividad y expresion de proteasas.

Tomada y modificada de: Wtadyka & Pustelny, 2008.
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1.4. La proteina MarP de M. tuberculosis

1.4.1. Estructura

El polipéptido (397 residuos) codificado por el gen Rv3671c de M. tuberculosis es una enzima
serina proteasa de la familia de las quimiotripsinas. Esta proteina de membrana también es conocida como
MarP (Mycobacterium acid-resistant Protein). Su organizacidn consta de dos dominios estructurales: uno
N-terminal transmembrana (de 4 pasos helicoidales) y otro C-terminal catalitico (serina proteasa), unidos
por una secuencia linker (aprox. 62 residuos). EI dominio catalitico muestra homologia con proteasas del
tipo HtrA, pero carece del dominio PDZ.

En el afio 2010, se reportd la resolucion (1.3 A) de la estructura tridimensional del dominio
catalitico (PDB ID: 3K6Y) (Figura 1-8) [Biswas et al., 2010], resaltando caracteristicas estructurales de

Figura 1-8. Representacién de la estructura 3D del dominio catalitico de MarP de M. tuberculosis.

PDB ID: 3K6Y. Imagen obtenida mediante visualizacién con UCSF Chimera 1.12 Package.
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importancia funcional. Con base en el plegamiento, se parece a quimotripsina, presenta dos subestructuras
tipo barril B (conformados por seis hojas B-plegadas antiparalelas) y una triada catalitica: His235, Asp264
y Ser343. Ademas, contiene un enlace disulfuro (Cys214-Cys395) que es clave para la estabilidad
funcional, ya que es requerido para la actividad catalitica (estudios in vitro).

1.4.2. Funcién

La primera evidencia de la funcién de la proteina MarP de M. tuberculosis se reportd en el afio
2008. Mediante mutagénesis asistida por transposones, se identifico como un producto génico asociado a
la resistencia micobacteriana a un medio ambiente &cido. De manera especifica, mutantes con interrupcion
del gen Rv3671c mostraron sensibilidad a pH &cido y fueron incapaces de mantener un pH intracelular
neutro, tanto en cultivos bacterianos como en macréfagos activados. Asimismo, se observo una atenuacion
de la proliferacion de tales mutantes en modelos murinos [Vandal et al., 2008].

Gracias a la expresion recombinante y una apropiada estrategia de cristalizacion, fue posible
determinar la estructura del dominio catalitico y la especificidad de sustratos (Tabla 1-2). Los primeros

indicios de actividad proteasa se obtuvieron mediante andlisis de los productos de auto-proteélisis (SDS-

Tabla 1-2. Sustratos del dominio catalitico (serina
proteasa) de MarP de M. tuberculosis.

Sustrato! Especificidad®?  Referencia
y corte (1)

Rv3671c/MarP8 PKRL|SALL* Biswas et al., 2010
(auto-protedlisis) LARV | NEAA

KRLS |ALLN

RLSA|LLNT

LSAL | LNTS

SALL |NTSG

LLNT | SGLP

IRSL |APRC

PRCQ | KVLE

VFGA|AIDD
B-Caseina' ND Biswas et al., 2010
Banco de péptidos" =~ KRFn|AHWV*  Small et al., 2013

nTDR | GWYL*

PSLI |AKWV*

YRnI |RQE*

IFYL|NGD

IGLQ|VHnR

ILWR | TEHH

RNTF Y

nY | FKYI

YIWY | VQTA

YPIn A

YSWV | ARG
Rv1477/RipAS ARLV | AWSS Botella et al., 2017
! Sustrato fisioldgico (8) o no fisiologico (1).
2 No determinado (ND); los aminoacidos tipicos se muestran en codigo
de una letra, incluyendo norleucina (n); las secuencias prototipo se
indican con un asterisco (*).
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Figura 1-9. Analisis de especificidad de sustrato del dominio catalitico
(serina proteasa) de MarP de M. tuberculosis.

Tomada y modificada de: Small et al., 2013.

PAGE y MALDI-TOF). De manera interesante, los resultados indicaron que MarP hidroliza varios sitios
del linker. Por esta razdn, se especula que la auto-escisién es un posible mecanismo de liberacion del
dominio catalitico de MarP hacia el periplasma micobacteriano [Biswas, et al., 2010].

En el periplasma bacteriano, HtrA y DegP participan en la degradacién de proteinas mal plegadas
o desnaturalizadas. La homologia de secuencias (con respecto a MarP) sugiere una funcion similar, por lo
gue se sospecha que participa en la degradacion de proteinas afectadas por estrés oxidativo y pH dentro del
fagosoma. Un hecho que apoya esta hipotesis es su habilidad para degradar p-Caseina [Biswas et al., 2010].
Estudios colaterales en busca de una secuencia de corte especifica, usando técnicas de exploracion de
bibliotecas de péptidos sintéticos y la caracterizacién de mdltiples sustratos mediante espectrometria de
masas, revelaron que MarP prefiere residuos voluminosos en la posicion P4, Trp o Leu en P2, Arg o
residuos hidréfobos en P1, y Ala o Asn en P1” (Figura 1-9) [Small et al., 2013].

De manera desacorde a los ensayos in vitro, donde se determind que el enlace disulfuro es esencial
para la actividad catalitica, los estudios in vivo revelaron que la funcién no depende completamente de tal
enlace, ya que los ensayos de complementacién de la mutante AMarP con las variantes proteicas Cys214Ala
y Cys214Ala/Cys395Ala mostraron restablecimiento total del fenotipo de resistencia a medio acido, aunque
se observo una reduccion significativa de la viabilidad celular. Por lo tanto, se considera que el enlace
disulfuro de MarP es importante para la actividad catalitica, pero dispensable para la resistencia a pH acido
[Small et al., 2013].
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1.4.3. Operatividad

Aungue siempre se considerd como una proteasa &cida, por su origen y descubrimiento, la mayoria
de los estudios funcionales de MarP se realizaron en condiciones de pH entre 7.4 y 8.0. Sin embargo, para
comprender su operatividad fisioldgica, es importante que los ensayos de funcionalidad se lleven a cabo en
condiciones similares a las que prevalecen dentro del fagolisosoma (pH menor a 5.0) [Levitte et al., 2016].

En un estudio reportado en el afio 2017, se analizaron las alteraciones morfoldgicas de las mutantes
AMarP de M. tuberculosis y M. smegmatis después de la proliferacion celular en condiciones cidas. Los
resultados revelaron que las micobacterias exhiben una elongacion significativa, con un aumento en la
proporcion de células septadas. Este fenotipo sugiere un efecto negativo sobre los procesos de division y
separacién celular. Sobre esta base, es factible suponer que MarP desempefia un papel clave en la separacion
celular cuando la micobacteria se encuentra sometida a un estrés acido [Botella et al., 2017].

La separacion celular es un proceso que requiere de la participacion de diversas enzimas liticas,
incluyendo endopeptidasas del peptidoglucano. RipA es una endopeptidasa conformada por dos dominios
estructurales: uno N-terminal que muestra un plegamiento de hélice enrollada (coiled coil) y otro C-terminal
catalitico (NIpC/p60), unidos por una secuencia linker. RipB, otra endopeptidasa, posee solo el dominio
catalitico (NIpC/p60), con alta homologia al equivalente de RipA [Béth et al., 2011]. De manera individual,
RipAy RipB no son esenciales para M. smegmatis [Martinelli & Pavelka, 2016], lo que implica que ejercen
actividades redundantes y que s6lo una endopeptidasa del peptidoglucano es requerida para la viabilidad
celular.

En un estudio reciente, se reporté que MarP de M. tuberculosis activa (mediante protedlisis) a la
endopeptidasa RipA, presentando una mejor eficiencia de reconocimiento e hidrélisis en condiciones &cidas
(pH 4.5) [Botella et al., 2017]. Ademas, se identifico la secuencia especifica de corte (ARLV |AWSS) en
RipA, la cual presenta diferencias significativas con respecto a las identificadas mediante escrutinio in vitro
usando bibliotecas de péptidos sintéticos (Figura 1-9) [Small et al., 2013]. En conjunto, estos resultados

indican que MarP activa a RipA mediante la remocién del dominio N-terminal.

1.4.4. RipA, un sustrato fisiologico

La funcion del dominio N-terminal de RipA es controversial. Por un lado, concebido como un
inhibidor natural del dominio catalitico [Ruggiero et al., 2010]; y por otro, irrelevante para la funcién, esto
apoyado por los resultados de un andlisis in vitro que revel6 actividades cataliticas comparables para las
proteinas RipA (completa) o RipAC (variante que comprende s6lo el dominio C-terminal) [Both et al.,
2011]. Esta altima postura es secundada por un estudio reciente, donde los resultados estructurales
mostraron que la accesibilidad de la cisteina catalitica no est& limitada por el domino N-terminal [Steiner

et al., 2018]. Pero, de manera secundaria, sefialaron la posible participacion de un médulo de la secuencia
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linker (inter-dominio), que exhibe potencial para actuar como tapa estructural de la hendidura de unioén al
péptido. En otro sentido, la homologia de RipA de M. tuberculosis y PcsB de S. pneumoniae sugiere que el
dominio N-terminal funciona como un médulo rigido, similar al tallo tipico de las proteinas de construccion
de andamios, y que puede ser la estructura responsable, via dimerizacion, de la localizacién del dominio
catalitico dentro del divisoma (aparato de division celular) [Steiner, et al., 2018].

En consideracion a que la dimerizacion del dominio N-terminal de RipA es inhibida en condiciones
de pH menores a 5.0 [Steiner et al., 2018], es factible postular que MarP funciona como mecanismo
enzimético de liberacion del dominio catalitico en condiciones &cidas, ante la imposibilidad de una
localizacion exitosa (via dimerizacién) hacia el divisoma bacteriano. Cabe resaltar que las condiciones
acidas no afectan al dominio catalitico de RipA, el cual preserva el 100% de su actividad a pH 4.5 [Bé&th et

al., 2011], lo que justifica el papel fisioldgico de MarP: activar a RipA dentro del fagolisosoma.

1.4.5. Blanco farmacoldgico anti-TB

Ante la prevalencia y constante aparicion de cepas de M. tuberculosis resistentes a los farmacos
anti-TB que se utilizan en la actualidad [Lange et al., 2014], es importante identificar y caracterizar nuevos
blancos farmacolégicos que favorezcan el desarrollo de alternativas terapéuticas para el tratamiento de la
enfermedad. En la actualidad, ambas proteinas (MarP y RipA) son reconocidas como blancos de alta
confianza, debido a que juegan un papel crucial en la evasion de los mecanismos bactericidas de los
macrofagos. Ademas, como las mutantes AMarP son hipersensibles a antibioticos lipofilicos [Small et al.,
2013], aunado a una atenuacioén de su proliferacién en modelos in vivo [Vandal, et al., 2008], es razonable
considerar que moléculas inhibidoras de la funcién de MarP tienen potencial terapéutico como farmacos

adyuvantes anti-TB.

1.5. GFP como sustrato

El desarrollo y aplicacion de las proteinas auto-fluorescentes en ensayos bioldgicos revoluciond la
investigacion biomédica en las ultimas décadas. De manera interesante, su amplia gama de aplicaciones,
tanto en ensayos in vitro como in vivo, las sitian como herramientas moleculares de primera mano para la
biologia celular moderna. Inclusive, su aplicacion como biosensor en tiempo real de pH, iones, segundos
mensajeros y otros analitos es altamente apreciada [Haggie & Verkman, 2005].

La proteina verde fluorescente (GFP), identificada en la medusa Aequorea victoria en la década de
los afios 1960°s, se aislO y caracterizo en el afio de 1992 [Liu et al., 2015]. La proteina nativa es un
polipéptido de 238 residuos que emite una sefial verde (506 nm) cuando se expone a luz en el rango azul
(395 nm) a violeta (475 nm).
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Figura 1-10. Representacién de la estructura 3D de la proteina verde fluorescente (GFP) de
Aequorea victoria.

PDB ID: 1GFL. Imagen obtenida mediante visualizacién con UCSF Chimera 1.12 Package.

La fluorescencia de GFP proviene de un fluoréforo Gnico (p-hidroxibencilideno imidazolinona)
derivado de la auto-ciclacion de los residuos Ser-Tyr-Gly en las posiciones 65 a 67. La estructura
cristalografica revel6 una conformacion del tipo barril B, que consiste en 11 hojas B-plegadas unidas por
horquillas estructurales (loops), donde el fluoréforo se localiza en una hélice-a al centro de la estructura
(Figura 1-10). Es conveniente destacar que la proteina no plegada pierde la fluorescencia, ya que el
fluoréforo queda expuesto al solvente [Chiang et al., 2001].

En consideracién a que exhibe un alto nivel de resistencia a proteasas [Chiang et al., 2001], GFP
fue elegida como esqueleto estructural para portar la secuencia de corte ARLV | AWSS (derivada de RipA)
y asi actuar como sustrato especifico y biosensor fluorescente para determinar la actividad proteolitica de

la enzima (serina proteasa) MarP de M. tuberculosis.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Variantes de GFP modificadas con la secuencia de corte ARLV | AWSS (derivada de RipA) en las
horquillas h3 (C48-W57) y h9 (P187-H199) seran susceptibles a degradacion proteolitica por accion de la

enzima (serina proteasa) MarP de M. tuberculosis.

2.2. Objetivo general

Determinar la actividad proteasa de MarP mediante hidrélisis de una variante de GFP, en ensayos
de catélisis e inhibicion enzimatica, para establecer las condiciones de un posible bioensayo fluorogénico
de evaluacion de moduladores especificos.

2.3. Objetivos especificos

A. Obtener variantes de la proteina GFP susceptibles a degradacion por MarP, basadas en el sitio de
corte de la proteina RipA, mediante mutagénesis dirigida.

B. Evaluar la actividad proteolitica de MarP sobre variantes de GFP mediante ensayos fluorogénicos
de hidrolisis y analisis de productos de digestion.

C. Determinar el efecto de la concentracion de sustrato y enzima mediante ensayos de actividad
proteolitica de MarP sobre un sustrato GFP susceptible especifico para establecer parametros
bioquimicos.

D. Evaluar el efecto de inhibidores especificos para enzimas serina proteasas (PMSF) y agentes
reductores (DTT) sobre la actividad proteolitica de MarP utilizando una GFP susceptible como

sustrato.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos bioldgicos y quimicos

3.1.1. Reactivos quimicos y bioquimicos

Becton Dickinson: agar bacterioldgico, extracto de levadura, y triptona. Biorad: agarosa, 4X
Laemmli sample buffer, acrilamida al 30%, azul brillante de Coomassie R250, y azul brillante de Coomassie
G250. Fermont: etanol. Spectrum: metanol. EM Science: 2-mercaptoetanol. IBI: DTT, SDS, IPTG, urea, y
Tris. JT Baker: &cido clorhidrico (HCI), persulfato de amonio, cloruro de sodio (NaCl), e hidréxido de sodio
(NaOH). Shelton Scientific: glicerol. INC: glicina. Nestle: leche en polvo Svelty™. Productos Quimicos
Monterrey: cloruro de calcio (CaCly), isopropanol, y EDTA. BDH: acido tricloroacético. Qiagen: agarosa-
NTA-niquel. Scientific Industries: perlas de cristal de 0.1 mm. Sigma: Cellytic® B, Cellytic® 1B, acido
acético, azul de bromofenol, TEMED, DPBS 1X, bromuro de etidio, Tween® 20, PMSF, ampicilina,
imidazol, y cOmplete™ protease inhibitor cocktail.

3.1.2. Enzimasy otros reactivos bioldgicos

Agilent: ADN-polimerasa de Pyrococcus furiosus (Pfu ADN-pol), solucién amortiguadora 10X
para Pfu ADN-pol. New England Biolabs: endonucleasas (BamHI y Hindlll), soluciones amortiguadoras
10X para endonucleasas (NEB2 y CutSmart), aloumina sérica bovina (BSA), ADN-ligasa del bacteridéfago
T4 (T4 ADN-lig), solucion amortiguadora 10X para T4 ADN-lig, mezcla de deoxirribonucle6tidos
(dNTPs), marcadores de peso molecular para ADN (100-bp Ladder y ADNA-HindlIl1l), y marcador de peso
molecular para proteinas (Blue Prestained Protein Standard, Broad Range, 11-190 kDa). Rockland:
anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra IgG de ratén acoplado a fosfatasa alcalina (anti-Raton/AP).
Sigma: anticuerpo monoclonal dirigido contra el epitope c-Myc (anti-Myc). Boehringer Mannheim: BCIP

(fosfatasa alcalina). Roche Biochemicals: proteinasa K.

3.1.3. Estuches comerciales

La purificacion de productos de PCR se realizé empleando el estuche QIAquick PCR Purification
Kit; la purificacién de ADN plasmidico se llevd a cabo utilizando el estuche QIAprep Spin Miniprep Kit,
ambos de Qiagen. La inmuno-deteccion se reveld usando el estuche comercial AP Conjugate Substrate Kit
de Bio-Rad. Los procedimientos de ultrafiltracion se realizaron utilizando columnas NANOSEP 10K de
Pall. La desalacion y permeacion en gel de muestras proteicas se llevo a cabo haciendo uso de las columnas
PD-10 de GE Healthcare.
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Tabla 3-1. Cepas de Escherichia coli utilizadas en el presente estudio.

Cepa Genotipo Fuente
ER2738  F'proA+B+ laclq A(lacZ)M15 zzf:: Tn10(TetR)/fhud2 ginV A(lac- NEB
proAB) thi-1 A(hsdS-mcrB)5
SHuffle  fhud?2 [lon] ompT ahpC gal Jatt::pNEB3-r1-cDshC (SpecR, NEB
Express  laclq) AtrxB suld11 R(mcr-73::miniTn10--Tet%)2 [dem] R(zgb-
210::Tn10 --TetS) endA1 Agor A(merC-mrr)114::1S10

3.1.4. Célulasy medios de cultivo

Las cepas de E. coli (NEB, New England Biolabs) empleadas durante este proyecto se enlistan en
la Tabla 3-1. La cepa ER2738 se utiliz de forma rutinaria para protocolos de clonacion molecular y para
la produccion recombinante de las proteinas GFP y GFPCC4. La cepa SHuffle Express se empled para la
produccion recombinante del dominio catalitico de la proteina MarP (MarP-SP).

Las bacterias se cultivaron en medio Luria Bertani (LB) liquido (1% de triptona; 0.5% de extracto
de levadura; 1% de NaCl) o sélido (LB mas 1.7% de agar bacterioldgico). Cuando fue requerido, el medio
se suplementd con ampicilina (0.15 mg/mL). Después de la transformacion, las bacterias se recuperaron en
medio 2X YT (1.6% de triptona; 1% de extracto de levadura; 0.5% de NaCl).

3.1.5. Plasmidos

El plasmido comercial pQE30 (Qiagen) y los plasmidos recombinantes pQMtMarP(SP)-Myc
[Jiménez Niebla, Tesis de licenciatura, 2017] y pQHGF301 [Mares et al., 2011], derivados de pQE30, se
obtuvieron de la reserva de productos biol6gicos del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de

Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC.

3.2. Equipo y programas computacionales

La proliferacion de células bacterianas se condujo en una incubadora de agitacion con ambiente
controlado (Incubator Shaker Series 25 de New Brunswick Scientific). Las reacciones enzimaticas se
incubaron en un termobloque (VWR) o en una incubadora (Incubator 132000 de Boekell Industries). El
mezclado vaivén se ejecutd en un agitador de plataforma (VWR). La separacion celular se realiz6 en
centrifugas de mesa (4llegra™ X-22R de Beckman Coulter; Biocentrifuge Fresco de Heraeus, y MiniSpin®
Plus de Eppendorf), considerando el volumen de la muestra. Las reacciones de amplificacion se
completaron en un equipo Gradient Thermal Cycler Multigene (Labnet International, Inc). La visualizacion
y digitalizacion de geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio se realizaron con el fotodocumentador
Gel Doc™ EZ Imager (Biorad). Los registros colorimétricos en microplaca se realizaron en un equipo

Microplate Reader 680 (Biorad), en tanto los registros en celda se analizaron en un espectrofotdmetro
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SmartSpect™ Plus (Biorad). Las mediciones de fluorescencia se determinaron en un equipo Cary Eclipse
Fluorescense Spectophotometer (Agilent). El programa de analisis bioestadistico Graphpad™ Prism® v4.0
se utilizd para el tratamiento de los datos. El programa SnapGene® Viewer 4.2.9 se empled para la
visualizacién, andlisis y disefio de secuencias nucleotidicas/polipeptidicas. El sistema computacional UCSF
Chimera 1.12 Package se utiliz6 para la visualizacion estructuras 3D de proteinas.

3.3. Protocolos generales

3.3.1. Amplificacién de la secuencia GFPc

El mega-primer se amplificé en una mezcla de reaccion (50 pL en solucién amortiguadora 1X para
Pfu ADN-pol) conteniendo: 0.2 mM de dNTPs, 0.4 uM de cada oligonucleotido (GFPPS02F: 5'- CAT TAT
CAA CAA AAT ACT CCA ATT GGC GCC AGG TTG GTT GCC TGG AGC TCG AAC CAT TAC
CTGTCCACACA-3,yQE_RV:5-CGC CAA GCT AGC TTG GAT TCT -3), 2 pg de pQHGF301,
y 2.5 U de Pfu ADN-pol. Las condiciones de termociclado fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial (94
°C durante 2 min), 10 ciclos de amplificacion inicial (94 °C durante 20 seg, 55 °C durante 20 seg, 72 °C
durante 30 seg), 25 ciclos de amplificacién prolongada (94 °C durante 20 seg, 65 °C durante 20 seg, 72 °C
durante 30 seg), y 1 ciclo de extensién final (72 °C durante 7 min). Al finalizar, el producto se mantuvo a
12 °C hasta ser retirado del equipo.

El mega-primer se utiliz6 para amplificar GFPc en una mezcla de reaccion (50 pL en solucién
amortiguadora 1X para Pfu ADN-pol) conteniendo: 0.2 mM de dNTPs, 0.4 uM del oligo QE_FW (5"- CCC
TTT CGT CTT CAC CTC GAG -3"), 5 uL del mega-primer purificado, £2 pg de pQHGF301, y 2.5 U de
Pfu ADN-pol. Las condiciones de termociclado fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial (94 °C durante
2 min), 10 ciclos de amplificacidn inicial (94 °C durante 20 seg, 55 °C durante 20 seg, 72 °C durante 1
min), 25 ciclos de amplificacién prolongada (94 °C durante 20 seg, 65 °C durante 20 seg, 72 °C durante 1
min), y 1 ciclo de extension final (72 °C durante 7 min). Al finalizar, el producto se mantuvo a 12 °C hasta

ser retirado del equipo.

3.3.2. Construccion del plasmido pQGFC

Los componentes para la ligacion: producto de PCR (GFPc) y pQE30, se prepararon mediante
digestion con 20 U de las endonucleasas BamHI y Hindlll (10 pL en solucién amortiguadora NEB2 1X,
suplementada con BSA 1X) durante 2 h a 37 °C. Para el plasmido, a 1.5 h de reaccion se agregd 1 uL de
BCIP (fosfatasa alcalina) para reducir la tasa de auto-ligacion

La ligacion vector-inserto se llevd a cabo en una mezcla de reaccion (10 uL en solucién
amortiguadora 1X para T4 ADN-lig) conteniendo: 7 uL de inserto (GFPc/BamHI-HindlIl1l), 1 pL de vector
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(pQE30/BamHI-HindI1l defosforilado) y 400 U de T4 ADN-lig. La reaccion se completd durante la noche
(16 h) en refrigeracion (£4 °C). El producto se utiliz6 para transformar células ER2738 competentes.

3.3.3. Preparacion de bacterias competentes

Las células bacterianas competentes se prepararon siguiendo el protocolo estandar de laboratorio
[Sambrook, et al., 1989]. La pastilla bacteriana de 1 mL de cultivo joven (DOsw de 0.4-0.6) se aislo
mediante centrifugacion a 12,000 rpm durante 2 min. Después de dos lavados en frio: (i) 0.5 mL de agua
destilada estéril y (ii) 0.5 mL de solucién 100 mM de CaCl; estéril, las células se resuspendieron en 0.1 mL
de solucion 100 mM de CaCl; estéril frio. Posterior a 5 min de reposo en hielo, las células se encuentran

competentes para transformacion mediante choque térmico.

3.3.4. Transformacion bacteriana

1-5 pL de plasmido o ligacion (0.1-10 ng) se mezclaron con 0.1 mL de la suspension de bacterias
competentes. Después de 30 min de reposo en hielo, el chogque térmico se realiz6 mediante dos cambios
subitos de temperatura: (i) 1.5 min a 42 °C, seguidos de (ii) 5 min en hielo. De manera inmediata, las células
se recuperaron en 1 mL de medio 2X YT y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Las transformantes estables

se seleccionaron en medio LB sélido suplementado con ampicilina (LB-Amp).

3.3.5. Purificacién de ADN plasmidico
El ADN plasmidico se purifico siguiendo el protocolo tipico proporcionado por el fabricante del
estuche comercial QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen).

3.3.6. Secuenciacion automatica de ADN
La autenticidad de los genes clonados se verific6 mediante secuenciacion automatica de ADN,

utilizando el servicio externo proporcionado por el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

3.3.7. Expresion proteica a mini-escala

El cultivo semilla se prepar6 inoculando 20 uL de la suspension bacteriana en 2 mL de medio LB-
Amp. La proliferacion celular se desarroll6 durante la noche (£16 h), mediante incubacion a 30 °C con
agitacion constante (300 rpm). Los subcultivos para anélisis de expresion se prepararon inoculando 20 uL
de cultivo semilla en 2 mL de medio LB-Amp. Después de 2 h de proliferacion celular a 37 °C y 300 rpm
(fase de pre-induccion), se afiadieron 2 pL de una solucién 1 M de IPTG (inductor, 1 mM final). La
produccién recombinante se sostuvo durante 4 h adicionales de proliferacion celular (fase de induccion).
Una vez concluida, se prepararon pastillas celulares a partir de 1 mL del subcultivo, mediante centrifugacion

(2 min a 10,000 rpmy 10 °C), y se conservaron en congelacion hasta su analisis.
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3.3.8. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las muestras analiticas se prepararon mezclando 1 volumen de muestra (0.1 mL) con 1 volumen
de solucion amortiguadora 2X para cargado en SDS-PAGE (10% de glicerol; 2.5% de SDS; 5% de 2-
mercaptoetanol; 0.002% de azul de bromofenol; 50 mM de Tris-HCI, pH 6.8). Las muestras se calentaron
a 95 °C durante 10 min (desnaturalizacion térmica). Una alicuota (10-20 pL) se carg6 en gel para SDS-
PAGE al 13.5/15 %. La migracion y concentracién de proteinas se llevo a cabo durante 15-30 mina 80 V,
y la separacion durante 60-90 min a 120 V. Una vez concluida, el gel se tifid durante la noche con solucién
de Coomassie (25% de isopropanol; 10% de acido acético; 0.2% de azul brillante de Coomassie R-250) y

destefiido durante 12-18 h con solucion alcohol-acido (10% de isopropanol; 10% de acido acético).

3.3.9. Inmuno-deteccion (western blot)

Después de la separacion mediante SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa, utilizando el sistema Criterion™ Blotter (Biorad) y siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez concluida, la membrana se bloque6 durante la noche con solucion de bloqueo (5% de leche
Svelty™; 50 mM de NaCl; 0.05% de Tween® 20; 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0). A partir de este punto, la
membrana se lavd 3 veces (10 min cada uno) con solucion TBST (50 mM de NaCl; 0.05% de Tween® 20;
100 mM de Tris-HCI, pH 8.0) después de cada tratamiento. Para el reconocimiento primario, la membrana
se tratd durante 1 h con una solucién 1:5,000 de anticuerpo anti-Myc (diluido en TBST). Para el
reconocimiento secundario, la membrana se trat6 durante 1 h con una solucion 1:5,000 del anticuerpo anti-
Raton-AP (diluido en TBST). La inmuno-deteccion se revelé utilizando un estuche comercial de sustrato

para fosfatasa alcalina (AP Conjugate Substrate Kit de Biorad).

3.3.10. Cuantificacion de proteinas mediante micro-Bradford

En una microplaca de 96 pocillos, se prepararon mezclas (50 puL) de concentracion conocida de
BSA: 0, 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL (curva patrén), y diluciones 1:5-1:10 de la proteina de interés (duplicado).
La reaccion cromogénica se prepar6 mezclando el contenido de cada pocillo con 0.1 mL del reactivo de
Bradford (Sigma). Después de 5 min de incubacion a temperatura ambiente (desarrollo de color), los valores
de absorbancia a 595 y 450 nm (Asgs Y Auso) Se registraron usando un lector colorimétrico de microplacas.
La concentracion de la proteina de interés se determiné a partir de la curva patron, extrapolando los valores

de absorbancia obtenidos para la dilucién correspondiente.

3.4. Produccién recombinante de MarP-SP a midi-escala

La produccion de MarP-SP se realizé en 5 lotes (100 mL) de cultivo bacteriano: E. coli SHuffle
Express portadora de pQMtMarP(SP)-Myc.
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3.4.1. Induccidn de la expresion recombinante

El cultivo semilla se prepar6 inoculando 0.1 mL de la suspension bacteriana en 4 mL de medio LB-
Amp. La proliferacion celular se desarroll6 durante la noche (16 h), mediante incubacién a 30 °C con
agitacion constante (300 rpm). Los subcultivos se prepararon inoculando 2 mL de cultivo semilla en 100
mL de medio LB-Amp. Después de 2 h de proliferacion celular a 37 °C y 300 rpm (fase de pre-induccion),
se afadieron 50 pL de una solucion 1 M de IPTG (inductor, 0.5 mM final). La produccion recombinante se
sostuvo durante 16 h de proliferacion celular a 30 °C y 300 rpm (fase de induccion). Una vez concluida, se
prepararon pastillas celulares, mediante centrifugacion (15 min a 9,500 rpm y 10 °C), y se conservaron en

congelacion (-20 °C) hasta su analisis.

3.4.2. [Extraccion de proteinas totales en condiciones nativas

La pastilla celular se resuspendié en 5 mL del reactivo Cellytic® B (Sigma). Después de 5 min de
agitacion tipo vortex, la extraccion se facilito mediante mezclado tipo vaivén durante 15 min. El extracto
total (sobrenadante) se aislé mediante 15 min de centrifugacion a 9,500 rpm (10 °C). La clarificacion del
extracto total se realiz6 mediante 15 min de centrifugacion a 13,000 rpm (10 °C). Previo a la purificacién,
el extracto total (LBST) se mezcl6 con un volumen de solucién NPD (40 mM de imidazol, pH 8.0; 600 mM
de NaCl; 40 mM de Tris-HCI, pH 8.0).

3.4.3. Purificacién mediante cromatografia de afinidad a niquel

La columna cromatografica, conteniendo 1 mL de resina del tipo agarosa-NTA-Ni, se equilibré con
5 mL de solucién NPW (20 mM de imidazol, pH 8.0; 300 mM de NaCl; 20 mM de Tris-HCI, pH 8.0). El
LBST se cargd a la columna mediante tres pasadas consecutivas. La columna se lavo con 15 mL de solucién
NPW. La proteina recombinante, etiquetada con un hexamero de histidinas (6xHis), se separ6 mediante
elucién con 7 mL de solucion NPE (250 mM de imidazol, pH 8.0; 300 mM NaCl; 20 mM de Tris-HCI, pH
8.0). Las fracciones de elucién (1 mL) con mayor cantidad de la proteina recombinante se identificaron
mediante SDS-PAGE. Después de mezclar las fracciones de interés, la concentracion de la proteina

recombinante MarP-SP se cuantific6 mediante micro-Bradford.

3.4.4. Desalacion mediante cromatografia de exclusion molecular

La desalacion y reduccion de componentes de la solucion amortiguadora se realiz6 mediante una
cromatografia de exclusién molecular. La columna de permeacion en gel (PD-10) se lavé con 25 mL de
una solucion 20 mM de Tris-HCI (pH 8.0). La proteina recombinante MarP-SP (pura) se cargdé en un
volumen exacto de 2.5 mL y se recuperé mediante elucion con 3.5 mL de la solucion 20 mM de Tris-HCI

(pH 8.0). La concentracion de MarP-SP se determiné mediante micro-Bradford.
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3.5. Produccién recombinante de GFPCC4 a midi-escala

La produccién de la variante GFPCC4 realiz6 en 10 lotes (100 mL) de cultivo bacteriano: E. coli
ER2738 portadora de pQGFCCA4.

3.5.1. Induccion de la expresién recombinante

El cultivo semilla se prepard inoculando 40 pL de la suspensidn bacteriana en 2 mL de medio LB-
Amp. La proliferacion celular se desarroll6 durante la noche (16 h), mediante incubacion a 25 °C con
agitacion constante (300 rpm). Los subcultivos se prepararon inoculando 1 mL de cultivo semilla en 100
mL de medio LB-Amp. Después de 2 h de proliferacion celular a 37 °C y 300 rpm (fase de pre-induccidn),
se afadieron 50 pL de una solucién 1 M de IPTG (inductor, 0.5 mM final). La produccién recombinante se
sostuvo durante 4 h de proliferacion celular a 37 °C y 300 rpm (fase de induccion). Una vez concluida, se
prepararon pastillas celulares, mediante centrifugacion (15 min a 9,500 rpmy 10 °C), y se conservaron en
congelacion (-20 °C) hasta su anlisis.

3.5.2. Extraccioén de proteinas totales en condiciones desnaturalizantes

La pastilla celular se resuspendi6 en 5 mL de solucion DPU (7.2 M de urea; 300 mM de NaCl; 90
mM de Tris-HCI, pH 8.0). Después de 5 min de agitacion tipo vortex, la extraccion se facilitd mediante
mezclado tipo vaivén durante 10 min. El extracto total (sobrenadante) se aisl6 mediante 15 min de
centrifugacion a 9,500 rpm (10 °C). La clarificacion del extracto total se realizd mediante 15 min de
centrifugacién a 13,000 rpm (10 °C). Previo a la purificacién, el extracto total de proteinas bacterianas
obtenidas en condiciones desnaturalizantes (LBST-U) se mezclé con un volumen de solucién 7.2 M de

urea.

3.5.3. Purificacion mediante cromatografia de afinidad a niquel

La columna cromatografica, conteniendo 0.5 mL de resina del tipo agarosa-NTA-Ni, se equilibréd
con 2.5 mL de solucién DPU. EI LBST-U se carg6 en la columna mediante tres pasadas consecutivas. La
columna se lavé con 7.5 mL de solucién DP10 (8 M de urea; 10 mM de imidazol, pH 8.0; 300 mM de
NaCl; 100 mM de Tris-HCI, pH 8.0) y 7.5 mL de solucién DP20 (2 M de urea; 20 mM de imidazol, pH
8.0; 300 mM de NaCl; 100 mM de Tris-HCI, pH 8.0). La proteina recombinante, etiquetada con hexamero
de histidinas (6xHis), se separ6 mediante elucion con 3.5 mL de solucién DP250 (2 M de urea; 250 mM de
imidazol, pH 8.0; 300 mM de NaCl; 100 mM de Tris-HCI, pH 8.0). Las fracciones de elucién (0.5 mL) con
mayor cantidad de proteina recombinante se identificaron mediante SDS-PAGE. Después de agrupar las
fracciones de interés, la concentracion de la proteina recombinante GFPCC4 se determin6 mediante micro-
Bradford.
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3.6. Evaluacion de la actividad proteolitica de MarP-SP

3.6.1. FITC-gelatina como sustrato

La actividad proteolitica de MarP-SP sobre FITC-gelatina (sustrato fluorogénico universal) se
valoro en mezclas de reaccion (0.2 mL en solucion 20 mM de Tris-HCI, pH 8.0) conteniendo: 8 ug/mL del
sustrato y diferentes concentraciones de proteasa. La protedlisis se realizé a 37 °C durante 4 h. La reaccién
se detuvo adicionando 0.05 mL de &cido tricloroacético al 20%. Después de 5 min en hielo, el sustrato no
digerido se precipité mediante 15 min de centrifugacion a 13,000 rpm (10 °C). Alicuotas (0.125 mL) del
sobrenadante se colocaron en pocillos de una microplaca para fluorescencia y la sefial emitida por los
péptidos solubles (resultantes de la digestion de FITC-gelatina) se registré en un espectrofluorémetro,
usando las longitudes de onda apropiadas para fluoresceina (excitacion a 490 nmy emision a 525 nm).

3.6.2. GFPCC4 como sustrato

La actividad proteolitica de MarP-SP sobre GFPCC4 (sustrato especifico) se ensayd en presencia
de urea (2 M) bajo dos condiciones diferentes de pH: (i) 7.4, en solucion DPBS 1X, y (ii) 4.5, en solucién
100 mM de amortiguador citratos-fosfatos. Las mezclas de reaccion (0.2 mL) conteniendo: 33 pg de
GFPCC4 y diferentes concentraciones de proteasa, se incubaron a 37 °C durante la noche (£16 h). Los
productos de digestion se analizaron mediante SDS-PAGE.

3.6.3. Ensayos de inhibicién

La accion inhibitoria de DTT, PMSF y cOmplete™ protease inhibitor cocktail sobre la actividad
proteolitica de MarP-SP se determind mediante ensayos de digestibn de GFPCC4. Las reacciones se
realizaron en presencia de urea (2 M) bajo dos condiciones diferentes de pH: (i) 7.4, en solucién DPBS 1X,
y (ii) 4.5, en solucion 100 mM de amortiguador acetatos. Las mezclas (0.2 mL) conteniendo: 29.5 ug de
GFPCC4, 4 ug de MarP-SP y diferentes concentraciones de inhibidor, individual (DTT a 20 mM; PMSF a
1 mM; cOmplete™ a 1X), se incubaron a 37 °C durante la noche (+16 h). Los productos de digestion se
analizaron mediante SDS-PAGE.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Racionalizaciéon: GFP como sensor-sustrato para MarP

GFP es una proteina auto-fluorescente que presenta un plegamiento 3D tipo barril p (Figura 1-10).
El andlisis de topologia facilité la nomenclatura de las hojas p-plegadas (Figura 4-1): desde B1 hasta f11
[Shahzad, 2018]. La resistencia a proteasas comunes, como tripsina o pronasa, es un rasgo estructural de
este polipéptido [Chiang et al., 2001], concediéndole potencial como biosensor para la caracterizacion y
deteccidn de enzimas proteoliticas de interés biomeédico, adaptando secuencias del sustrato especifico
mediante modificacion genética [Aoki et al., 2008; Callahan et al., 2010; Askin et al., 2011; Wu et al.,
2013]. Diversos reportes sefialan la existencia de subregiones con mayor susceptibilidad a protedlisis
[Chiang et al., 2001; Madan et al., 2016]. De forma especifica, la horquilla 3 (h3: C48-W57), que une a 3
con a, Y la horquilla 9 (h9: P187-H199), que une a B9 con 10, sobresalen por su sensibilidad estructural
(asociada con el abatimiento parcial o total de la auto-fluorescencia). En consideracion a sus bondades
estructurales, el presente trabajo se desarrolld con el propésito de generar y utilizar una variante de GFP,
portadora de la secuencia ARLVAWSS en una horquilla (p.ej., h3 0 h9), como sensor fluorescente y sustrato
especifico para analizar la actividad proteolitica de la enzima MarP de M. tuberculosis.

23 25 348 257 2217 F208 2147 2171 2176 §100 =105 ;128
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Figura 4-1. Representacion de la topologia de plegamiento de la proteina verde
fluorescente (GFP) de Aequorea victoria.

Las hojas B-plegadas se muestran en color verde, las hélices-a en azul y las horquillas en amarillo.

La posicion en la secuencia donde inicia y finaliza cada componente de la estructura secundaria se
indica con ndimeros rojos. Tomada y modificada de: Shahzad, 2018.
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GFPN: ARLVAWSS

GFPC: ARLVAWSS

CYG

Figura 4-2. Representacion de la topologia de plegamiento de la GFP recombinate (GFPsg).

Las hojas B-plegadas (b) se muestran en color azul y la etiqueta 6xHis se indica en color gris. La posicion relativa del

fluoréforo (CYG) y las correspondientes para la insercién (GFPN) y la su

stitucion (GFPC) se indican con lineas.

4.2. Obtencién de pQGFCC4, codificante de la variante GFPC

Como estrategia inicial, se propuso obtener dos variantes de GFP mediante mutagénesis dirigida:

una por insercion en h3 [GFPN] y otra por sustitucion de h9 [GFPC]
dos oligonucleétidos especificos, uno para cada variante, que inc
ARLVAWSS.

Cabe mencionar que se empled la secuencia codificante de
RipA de M. tuberculosis para el disefio del sustrato, incorporando
una mutacion neutra en favor de la generacién de un sitio corte para
Sacl (funcional como polimorfismo de restriccion para la seleccion
de variantes) y la secuencia codificante para la GFP superglow
(GFPsg) como molde para el disefio del sensor. Cabe sefialar que
GFPsg es el polipéptido recombinante utilizado para los fines del
presente estudio.

La primera reaccion de amplificacion (PCR inicial) se
realizé usando los oligonuclettidos sintéticos (especificos para la
variante) como iniciadores para la sintesis de mega-primers.
Enseguida, una segunda amplificacion (PCR mutagénico) se llevo
a cabo utilizando los mega-primers correspondientes en
combinacion con los iniciadores especificos para el vector de
clonacién (primers QE). Para obtener mayor cantidad (en masa) de
los productos de interés, se practico una tercera amplificacion (PCR
enriquecido) empleando sélo primers QE. Los fragmentos
amplificados, GFPn y GFPc, corresponden al tamafio esperado, =1
Kb (Figura 4-3).

(Figura 4-2). Para este fin, se disefiaron

luyen los codones para el octapéptido

Figura 4-3. Amplificacion de
los fragmentos GFPn y GFPc.

Anélisis de los productos de PCR
enriquecido mediante electroforesis
en gel de agarosa (1.5%) tefiido con
bromuro de etidio. MW, Marcador

de 100 pb; GFP, control (1 Kb).
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El plasmido comercial pQE30, vector
para expresion inducida de proteinas
recombinantes en el citosol de E. coli, sirvio
como recipiente para la clonacion de GFPn y
GFPc mediante insercion direccional en los
sitios BamHI y HindllI.

De manera aleatoria, se analizaron 20
clonas pQGFN vy 13 pQGFC mediante
polimorfismos de restriccion. Como primer
escrutinio, usando BamHI| como enzima de
linealizacion, se descartaron 3 clonas pQGFN y
2 pQGFC, ya gue carecian de inserto.

Las clonas portadoras de inserto con la
mutacion de interés se identificaron mediante
polimorfismos de restriccion con las enzimas
BamHI y Sacl para pQGFN, o Hindlll y Sacl
para pQGFC.

El analisis de 4 clonas pQGFN (Figura
4-4, carriles NC1-NC4) mostré que ninguna
porta el inserto GFPn, ya que no liberaron el
fragmento esperado (+0.55 Kb). Caso contrario,
el analisis de 4 clonas pQGFC (Figura 4-4,
carriles CC1-CC4) revel6 que las clonas CC2 y
CC4 portan el inserto GFPc, ya que ambos
liberaron el fragmento esperado (+0.55 Kb).

De manera poco afortunada, el analisis
posterior de las clonas pQGFN indico que solo
una porta el inserto GFPn (Figura 4-5, carril
NC16). Por otro lado, con mayor éxito, se
identificaron de manera adicional tres clonas
pQGFC: CC8, CC10y CC13 (Figura 4-6).

En resumen, se identificaron 6 clonas: 1

con plasmido pQGFN y 5 con plasmido pQGFC.
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Figura 4-4. Caracterizacién de 4 clonas (C1-C4)
de las construcciones pQGFN y pQGFC
mediante polimorfismo de restriccion.

Anaélisis de fragmentos mediante electroforesis en gel
de agarosa (1.5%) tefiido con bromuro de etidio. MW,
Marcador A-Hindlll; AL, control de autoligacion
(») producto de digestién con Sacl (esperado).

MW
NC20*
NC16
NC17
NC18
NC19
CC20

AL

Figura 4-5. Caracterizacion de 5 clonas (C16-
C20) de la construccion pQGFN mediante
polimorfismo de restriccion.

Anélisis de fragmentos mediante electroforesis en gel
de agarosa (1.5%) tefiido con bromuro de etidio. MW,
Marcador A-Hindlll; NC20*, control de digestion:
NC20 con BamH]I; AL, control de autoligacion
(») producto de digestion con Sacl (esperado).
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De estas, pQGFNC16, pQGFCC2, pQGFCC4 y

o ™
. ..y ; n ©O© N~ o o «H
pQGFCCS8 se enviaron a secuenciacion de ADN < 2:' 8 8 8 8 8 8 8
para comprobar su autenticidad.
. 23130 A5
Como dato destacable, los cultivos que 9416
hospedan a pQGFNC16, pQGFCC8 vy EZZ

PQGFCC2 presentan un fenotipo celular
fluorescente (notorio a simple vista), a diferencia %36%%
de pQGFCC4, que permanece con fenotipo

silvestre.
564

Este rasgo bioquimico diferencial
generd dos especulaciones, en aras de explicar
tal fenotipo: (1) de manera poco probable, pero Figura 4-6. Caracterizacion de 7 clonas (C5-C10,

posible, el alojamiento de dos plasmidos, uno C13) de la construccion pQGFC mediante
. 3 polimorfismo de restriccion.
silvestre y uno mutante, en las células con

Andlisis de fragmentos mediante electroforesis en gel
PQGFNC16, pQGFCC8 o pQGFCC2, y (2) de agarosa (1.5%) tefiido con bromuro de etidio. MW,

contrario a lo esperado, la mutacion introducida '\?irﬁ)drggﬁéroigg'é:g?s'ﬁbﬁlogégo'sg;E‘(‘:S%';?:gff)’h
en GFP perturba la estructura 3D y ocasiona

abatimiento de la fluorescencia en las células con

PQGFNC16, pQGFCC2 y pQGFCCS8.

El resultado de la secuenciacién de ADN disip6 (de manera parcial) las incertidumbres generadas
en torno al evento detectado. Los analisis de secuencia nucleotidica y polipeptidica deducida revelaron que
pPQGFCC4 es el tnico plasmido que codifica para una variante de interés: GFPC (a partir de ese momento
designada como GFPCC4). Por otro lado, los resultados y analisis de la secuencia obtenida para los otros
plasmidos (pQGFNC16, pQGFCC2 y pQGFCC8) muestran alteraciones genéticas no deseadas, p.ej.,
mutaciones indel y corrimiento del marco de lectura, que se atribuyen a rearreglos del material analizado
(de forma posible por recombinacién con el cromosoma bacteriano o con otro plasmido). Ante esto, se
determind no utilizarlos y asi evitar conclusiones de origen dudoso.

Una caracteristica distintiva de la proteina codificada por el plasmido pQGFCC4 (Figura 4-7) es la
ausencia de auto-fluorescencia (visible); es decir, es una variante de GFP no fluorescente. Aunque los
ensayos bioinformaticos indicaron que la conformacion de barril f permanece estable, la pérdida de auto-
fluorescencia se considerd como factible, ya que el anélisis fino de las hojas B-plegadas que flanquean a la
horquilla modificada (h9) determind que contienen residuos importantes para la maduracion del flur6foro

y, por ende, demandan estabilidad estructural.
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Contrario a la propuesta inicial, que supuso
la generacion de un sistema de deteccion del tipo
switch-off, los resultados obtenidos obligaron una
reorientacion de la propuesta: desarrollar un
sistema de tipo switch-on, suponiendo que la
protedlisis de GFPCC4 permita una relajacion

estructural y recuperacién de la auto-fluorescencia.

4.3. Analisis de produccién a mini-escala

Con fines confirmatorios, y para establecer
el nivel de expresion en condiciones tipicas de
induccién, se realizaron ensayos de produccion
recombinante a mini-escala. El andlisis de los
resultados reveld el patron esperado (Figura 4-8),
caracterizado por la sobreexpresion de una proteina
del tamafio calculado para las GFPs (28 kDa).

I o0
]',- CC4 (+)

I oo
;lj. CC8 (+)

pQGFCC4

4170 bp

Figura 4-7. Representacion gréfica del plasmido
recombinante pQGFCCA4.

Derivado del vector pQE30 (Qiagen), contiene la secuencia
codificante para GFPCC4 [flecha verde] bajo el control del
promotor quimérico T5/lacO y del terminador t0 del fago A.
La posicion relativa de la etiqueta 6xHis y de la secuencia
sustrato para MarP [ARLVAWSS] se indica como cajas
blancas. El origen de replicacion Col E1 y la secuencia
codificante para B-lactamasa (marcador de resistencia a
ampicilina) se muestran como flechas blancas.

Figura 4-8. Produccién recombinante de GFPN (clona NC16) y GFPC (clonas
CC2, CC4, CC8y CC10) a mini-escala, en condiciones tipicas de induccion.

Analisis de extractos bacterianos (proteinas totales) mediante electroforesis en gel de
SDS-poliacrilamida (13.5%) tefiido con azul de Coomassie. MW, Marcador de PM. La
condicion especifica: (+) induccién con 1 mM de IPTG o (-) sin induccion, el control de
vector vacio (QE30) y el control interno para el peso molecular esperado (GFPsg), se
indican en la parte superior. La punta de flecha ( A) sefiala la movilidad esperada.

42



4.4. Produccion recombinante de GFPCC4

En congruencia con el disefio;: GFPCC4 se expresa como proteina recombinante etiquetada con un
hexéamero de histidinas (en el extremo N-terminal). EI primer ensayo de produccion se realiz6 considerando
un protocolo tipico de expresion proteica a midi-escala y purificacién mediante cromatografia de afinidad
a niguel. De manera inesperada, los resultados revelaron que la proteina recombinante es insoluble en
condiciones nativas y forma cuerpos de inclusién en el citosol bacteriano. Ante esta situacién, se practicd
un analisis de solubilidad empleando dos agentes caotrdpicos: urea (solucion 8 M) y cloruro de guanidinio
(reactivo CelLytic® IB de Sigma).

El andlisis de los resultados mostr6 que

GFPCC4 se solubiliza en las condiciones 5 =~ ~ —
= v o =
. .. 2 L Lo Fh 9
desnaturalizantes propiciadas por urea 8 My por el S 5 5 F5HEsS=s = <
. . ) 2 sss 359 o2a0anq
reactivo  CelLytic® IB (Figura 4-9). En = % ©®» ©®» O O 0O O o 0O
consideracion al potencial efecto nocivo para la
estructura 3D de proteinas, se descart6 el empleo de
cloruro de guanidinio como sistema de extraccion.
Ante esto, se propuso mejorar las condiciones de S S -
A AA A S

extraccion de GFPCC4 de tal manera que
mantuviera su estado soluble y, a la vez, que no

afectara la estructura y funcion de la proteina MarP- _ ) )
Figura 4-9. Produccién recombinante de

SP recombinante.
Mediante una busqueda bibliogréfica, se
identificd que tripsina (proteasa control) retiene un

alto porcentaje de su actividad catalitica en valores

GFPCC4 a mini-escala y ensayo de solubilidad.

Andlisis de extractos proteicos mediante electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida (13.5%) tefiido con azul
de Coomassie. MW, Marcador de PM de proteinas. La
condicion de solubilidad especifica: (8MU) urea a 8
M, (CLB) CelLytic® By (CIB) CelLytic® IB, y la

fraccion analitica: (LT) total, (FS) soluble e (FI)
insoluble, se indican en la parte superior. Las puntas
de flecha sefialan: ( A) soluble o (A) insoluble.

de concentracion de urea menores a 2 M. Este dato
alent6 el disefio de un ensayo semicuantitativo de
mantenimiento del estado soluble, via dilucion-
reduccion de la concentracion de urea y analisis
mediante SDS-PAGE. Los resultados revelaron que la proteina recombinante se mantiene soluble hasta la
concentracién 1.8 M de urea.

Sobre esta base, se implement6 un protocolo de extraccion y purificacion de GFPCC4 en presencia
de urea: 8 M para solubilizacion y 2 M para mantenimiento. Como el ensayo de prueba mostré resultados
positivos: la proteina recombinante se mantiene soluble a lo largo del procedimiento (Figura 4-10), se

realizaron varias corridas de purificacion a midi-escala bajo las condiciones planteadas.
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4.5. Produccion recombinante de MarP-SP

o
. . — § nad Y g m
El plasmido pQMtMarP(SP)-Myc codifica 0904z 22 WLww
MarP-SP etiguetada con un hexamero de histidinas (N- ¢
terminal) y el epitope c-Myc (C-terminal). En atencion
a la importancia del enlace disulfuro para la actividad - :_ o
proteolitica in vitro de MarP-SP, el plasmido se e

transformo en células de E. coli SHuffle Express. Esta

cepa expresa constitutivamente a la oxidorreductasa

DsbC, la cual, en conjunto con las condiciones Figura 4-10. Purificacion de GFPCCA
mediante cromatografia de afinidad a niquel.

fisioldgicas del citosol, cataliza la formacion de enlaces . _ . .
Anélisis de fracciones mediante electroforesis en

disulfuro en polipéptidos nacientes. gel de SDS-poliacrilamida (13.5%) tefiido con
. . azul de Coomassie. Carriles: LT, lisado total;
Los resultados obtenidos mediante ensayos de GFPsg, control; LS, lisado soluble en 8 M de urea;
. .. .. L. NP, fraccion no pegada; W1y W2, lavados en 2 M
expresion a mini-escala (procedimiento tipico), de urea: E1-E3. eluciones en 2 M de urea.

extraccion en condiciones nativas (CelLytic® B) y
andlisis de proteinas (SDS-PAGE y western blot)

mostraron que la proteina recombinante se produce en

NP
W

E1
E2
E3

niveles moderados. Ademas, revelaron la presencia de
fragmentos con peso molecular parecido al esperado en
caso de auto-protedlisis. Aunque no se descartd la
posible accion de proteasas bacterianas, se califico
como el primer indicio de actividad hidrolitica de
MarP-SP.

Con esta base, se realizaron varias corridas de

. o o ) Figura 4-11. Purificacion de MarP-SP mediante
produccion a midi-escala, en condiciones nativas, cromatografia de afinidad a niquel.

siguiendo los procedimientos tipicos de induccion de la Analisis de fracciones mediante electroforesis en gel

. g g . de SDS-poliacrilamida (13.5%) tefiido con azul de
expresion y purificacion mediante dos procesos Coomassie. Carriles: LS, lisado soluble total; NP,

cromatogréaficos consecutivos: afinidad a niquel fraccion no pegada; W, lavado; E1-E3, eluciones.

(Figura 4-11) y exclusion molecular.

4.6. MarP-SP exhibe actividad proteolitica sobre FITC-gelatina

De manera inicial, la actividad enzimatica de la proteina MarP-SP recombinante se valordé mediante

un ensayo de actividad proteolitica sobre el sustrato fluorogénico FITC-gelatina. Como testigo de la
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reaccion (proteasa control) se utilizé a tripsina.
La gelatina acoplada a isotiocianato de
fluoresceina (FITC-gelatina) funciona como
sustrato universal en ensayos fluorométricos de
actividad proteasa.

La reaccion enzimatica se desarrollo en
un ambiente alcalino (Tris-HCI, pH 8.0) durante
4 ha37°C. Laenzimay el sustrato no digerido
se precipitaron por la accion del acido
tricloroacético (TCA a 4%). Este tratamiento
detiene la reaccion y aisla los FITC-péptidos
solubles (sobrenadante). El anélisis de los

resultados de fluorometria corrobord que la

175+
150+
1254
100+

754
50+
254

fluorescencia (RFU)

—

L]
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(=]

Fo;\do Triplsina MtIV'IarP

Figura 4-12. Actividad proteolitica de MarP-SP
recombinante sobre FITC-gelatina.

Ensayo en condiciones alcalinas (pH 8.0), 4 h a 37 °C. FITC-

gelatina a 8 pg/mL, Tripsina a 10 pg/mL, MarP-SP a 20
pg/mL. Fluorescencia: 490 nm (excitacion) y 525 nm

(emision). Media y D.E. de tres experimentos independientes.

proteina MarP-SP recombinante es una enzima activa (Figura 4-12).

A la luz del conocimiento generado, se consider6 adecuado realizar ensayos empleando a GFPCC4

como sustrato especifico.

4.7. MarP-SP exhibe actividad proteolitica sobre GFPCC4

La actividad proteolitica de MarP-SP sobre GFPsg y GFPCC4, utilizando a tripsina como testigo,

se analiz6 de manera inicial mediante fluorometria. La reaccién se incubd a 37 °C durante la noche (£16 h)

en un ambiente alcalino (pH 7.4). Los resultados indicaron que GFPCC4 no emite sefial fluorescente en los

parametros fluorométricos usados para GFPsg (Figura 4-13), sugiriendo que la mutacion por sustitucién en

la horquilla h9 perturba la estructura de la subregion f9-10 y afecta la maduracion del fluoroforo. Ademas,

de forma no advertida, se prevé una limitacion operacional para el desarrollo del sistema de deteccion

Figura 4-13. Actividad proteolitica
(pH 7.4) de MarP-SP sobre GFPCC4
(andlisis fluorométrico).

Ensayo en condiciones alcalinas, £16 h a
37 °C. GFPCC4 y GFPsg a 20 pg/mL,
Tripsina a 10 pg/mL, MarP-SP a 20
pg/mL. Fluorescencia: 475 nm (excitacion)
y 510 nm (emision). Datos de un
experimento independiente.

Fluorescencia (RFU)

10009 — — —

[CJGFPsg
750+ GFPCC4
500+
250+

o == = =
Blanco Tripsina MtMarP

45



28 kDa

<+—— 23 kDa

GFPCC4 - - - - + + + +
GFPsg + + + + - - - -
Tripsina - + - - - + - -
MtMarP - - - + - - - +
6xHis CYG
Lys19
— y y
3 kDa 25 kDa B
ARLVAWSS
GFPCC4
23 kDa 5 kDa C

Figura 4-14. Actividad proteolitica (pH 7.4) de MarP-SP sobre GFPCC4 (analisis electroforético).

Ensayo en condiciones alcalinas, £16 h a 37 °C. GFPCC4 y GFPsg a 20 pg/mL, Tripsina a 10 pg/mL, MarP-SP a 20
pg/mL. (A) Andlisis de fragmentos de digestion mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (13.5%) tefiido
con azul de Coomassie. El marcador de PM de proteinas se muestra en la parte izquierda. Las condiciones de cada
reaccion se indican en la parte inferior. Los fragmentos con tallas moleculares de interés estan sefialados con flechas.
(B) Los fragmentos de GFPsg obtenidos de la supuesta digestidn con tripsina se indican en la parte inferior. (C) Los
fragmentos esperados de la accion proteolitica de MarP-SP sobre GFPCC4 se muestran en la parte inferior.

propuesto (switch-on), ya que la reaccion GFPCC4/MarP-SP no emitio sefial. Por otro lado, se observo que
la digestion con tripsina no afecta la auto-fluorescencia de GFPsg, lo que corrobora la supuesta resistencia
a proteolisis.

De manera paralela, se analizo el corte proteolitico mediante SDS-PAGE (Figura 4-14A). Tal como
se esperaba, GFPsg mostrd el perfil de resistencia a MarP-SP, preservando su peso molecular. Caso
contrario, presentd una reduccién en su talla molecular por accidon hidrolitica de tripsina, perdiendo +3 kDa.

Este resultado se aclar6 mediante un andlisis bioinformético, que predijo un corte en el enlace peptidico
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posterior al residuo Lys19 (Figura 4-14B), el cual

-
se ubica en una subregion desordenada (de facil
acceso para la proteasa) y esta alejado del barril f. :
GFPCC4 - - - - + +
Con esto, es factible suponer que la remocion de tal GFPsg  + + + - - -
segmento N-terminal no afecta la maduracion del Tripsina - + - + - -
MtMarP - - + - + -

fluoréforo. Ademas, es conveniente destacar que la

reaccion se llevo a cabo en presencia de urea (2 M), Figura 4-15. Actividad proteolitica (pH 5.5 +0.5) de

condicion que favorece estados desnaturalizados en MarP-SP sobre GFPCC4 (analisis electroforético).

subregiones de inestabilidad estructural. Por otro Ensayo en condiciones cidas, +16 h a 37 °C. Analisis de

fragmentos de digestion mediante electroforesis en gel de

lado, de manera sorprendente, GFPCC4 exhibe una SDS-poliacrilamida (15%) tefiido con azul de Coomassie.
- _— . L. El marcador de PM de proteinas se muestra en la parte

alta sensibilidad a protedlisis mediada por tripsina, izquierda. Las condiciones de cada reaccién se indican en

. . . la parte inferior.
sugestivo de un estado desnaturalizado que permite P

su degradacion total. Sin embargo, la digestién con
MarP-SP presentd un patrén alentador: un fragmento de 23 kDa, indicativo de la remocién de un segmento
de £5 kDa, consistente con el tamafio esperado para el corte especifico de la secuencia sustrato (Figura 4-
14C). Es importante sefialar que MarP-SP mostré actividad proteolitica limitada.

Con base en la informacién obtenida, se examind la actividad proteolitica de MarP-SP sobre GFPsg
y GFPCC4 en condiciones de pH &cidas (5.5 £0.5). Utilizando a tripsina como testigo, la reaccion se incub6
a 37 °C durante la noche (16 h). Los resultados se analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 4-15). Los
resultados revelaron que GFPsg pierde su resistencia intrinseca a tripsina, mostrando un patrén de
degradacion parcial. En contraste, exhibe resistencia ante MarP-SP, lo que sugiere una especificidad de
sustrato. Por otro lado, prevalece la alta sensibilidad de GFPCC4 a proteolisis catalizada por tripsina
(degradacion total). Entretanto, el corte parcial, pronunciado y especifico, mediado por MarP-SP, valida la

autenticidad del sustrato disefiado en el presente estudio.

4.8. Inhibicidn de la actividad proteolitica de MarP-SP

Por dltimo, la actividad proteolitica de MarP-SP sobre GFPCC4 se examing en ausencia y presencia
de posibles inhibidores, en dos condiciones de pH (acidas: 4.5; alcalinas: 7.4). Las reacciones se incubaron
a 37 °C durante la noche (16 h) y se analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 4-16). De manera global,
los resultados muestran mejor eficiencia enzimatica en condiciones &cidas. Aunque PMSF (inhibidor
especifico de enzimas serina proteasas) provoco precipitacion de GFPCC4 en ambas condiciones de pH, es
posible apreciar inhibicién enzimatica en condiciones acidas. Por otro lado, el agente reductor (DTT) indujo
inhibicion total, en ambas condiciones de pH, lo cual comprueba la dependencia funcional de MarP-SP al

enlace disulfuro Cys214-Cys395. De manera adicional, se evalud el efecto de la mezcla comercial de
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Figura 4-16. Inhibicion de la actividad proteolitica de MarP-SP (anélisis electroforético).

Ensayo a 37 °C durante 16 h. Anélisis de fragmentos de digestion mediante electroforesis en gel de
SDS-poliacrilamida (15%) tefiido con azul de Coomassie. El marcador de PM de proteinas se muestra
en la parte izquierda. Las condiciones de cada reaccion se indican en la parte inferior.

inhibidores de proteasas cOmplete™ sobre la actividad de MarP-SP. Inesperadamente, no se observo
inhibicidn, a pesar de la presencia de PMSF en la mezcla, resultado que puede ser explicado por la presencia
de concentraciones suboptimas del inhibidor, lo cual no se descarto.

En conjunto, los resultados muestran que GFPCC4 representa un sustrato especifico para la
caracterizacion bioguimica de la enzima MarP de M. tuberculosis. Ademas de la determinacién de
parametros cinéticos, un ensayo optimizado sera de gran utilidad para la busqueda, disefio y desarrollo de
inhibidores de la actividad proteolitica con potencial como agentes terapéuticos anti-TB. Ademas, se
vislumbra la posibilidad de evaluar la hipotesis que postula a MarP como un probable sustrato de la
oxidorreductasa DsbA (disulfuro oxidasa) de M. tuberculosis, la cual, al igual que MarP, fue identificada y
caracterizada recientemente como un buen blanco farmacol6gico anti-TB. Mas aun, existe la posibilidad de
emplear a GFPCC4 como un biosensor para la deteccion de la micobacteria en muestras clinicas.

No obstante, el desarrollo de tales propuestas demanda que la hidrolisis del sustrato sea valorada
de forma cuantitativa. Por tal motivo, se requieren esfuerzos experimentales adicionales, por ejemplo, la
obtencion de GFPCC4 correctamente plegada y preferentemente fluorescente. Para este fin, se proponen
las siguientes estrategias: (1) co-expresion in vivo de chaperonas moleculares, (2) utilizacion de agentes
promotores del plegamiento in vitro, y (3) optimizacion de las condiciones de expresion, extraccion y
purificacion. Por otro lado, como hecho no previsto, se observo que E. coli BL21(DE3) transformada con

pQGFCC4 presentan colonias con fenotipo fluorescente después de +2 meses de mantenimiento en
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refrigeracion (4-5 °C), lo que sugiere que el plegamiento de GFPCC4 y la maduracion del fluoréforo

dependen de la temperatura.
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5. CONCLUSIONES

El plasmido recombinante pQGFCC4, que porta la secuencia codificante para la proteina GFPCC4
en fase con la etiqueta de hexahistidinas (6xHis) N-terminal, se obtuvo mediante una estrategia de mutacion
dirigida utilizando mega-primers seguida de clonacion molecular en el vector comercial pQE30.

En condiciones tipicas de induccion, la proteina GFPCC4 se expresa de forma adecuada en E. coli
ER2738; sin embargo, muestra insolubilidad y ausencia de auto-fluorescencia en condiciones nativas de
extraccion, lo cual sugiere un plegamiento no adecuado y una restriccion estructural que impide la
maduracion del fluoréforo.

La proteina GFPCC4 se aisla de manera soluble, pero no fluorescente, en condiciones
desnaturalizantes moderadas, en urea 2 M. Esta condicion no afecta la purificacion mediante cromatografia
de afinidad a niquel, por lo que se logr6 obtener en niveles de pureza mayores a 90%.

La proteina MarP-SP se expresa de forma soluble y activa en el citosol de E. coli SHuffle Express
portadora del plasmido pQMtMarP(SP)-Myc. La proteina MarP-SP se obtuvo empleando protocolos tipicos
de expresion, extraccion y purificacion en condiciones nativas.

La proteina MarP-SP exhibe actividad proteolitica sobre GFPCC4, tanto en condiciones cidas (pH
4.5) como alcalinas (pH 7.4), en presencia de urea a 2 M, una concentracion moderada de un agente
desnaturalizante.

La proteina GFPCC4, generada en el presente estudio, tiene potencial como sustrato especifico para
la caracterizacion bioquimica de la proteina MarP de M. tuberculosis, tal como lo muestran los ensayos de
actividad proteolitica e inhibicién enzimatica.

Ante esto, se vislumbra el desarrollo de un bioensayo fluorométrico Util para la busqueda,
identificacion o escrutinio de inhibidores de la actividad enzimatica de MarP, como agentes farmacoldgicos

con potencial terapéutico anti-TB.
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