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L; mL; pL
LB
LB-Amp
LBT

Lpp

M; Mm; nm
ME

Mi
OmpA
Pb

PCR

Qc

QO0S

RBS

Rpm
T7-ARNpol
TBST
ubo
UFC

uv

Y

W

CBD

Td

°C

2X YT
4MUF
AMUF-TAQT
6xHis

Absorbancia a 415 nm; Absorbancia a 540 nm
Acido 3-amino-5-nitrosalicilico

Azucares reductores
Citoplasmatica/Periplasmatica (fraccion subcelular)
Acido 3,5-dinitrosalicilico

Densidad dptica a 650 nm; Densidad éptica a 600 nm
Solucién amortiguadora de fosfatos-salina, formulacién de Dulbecco

Quitinasa de Entamoeba histolytica
Dominio catalitico de EhnCHT1

Gramos; Microgramos; Nanogramos
Horas; Minutos; Segundos
Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
Kilopares de bases

Kilodalton

Litros; Mililitros; Microlitros

Medio de cultivo Luria-Bertani

LB suplementado con ampicilina a 0.15 mg/mL
Lisado bacteriano total

Lipoproteina principal de Escherichia coli
Molar; Milimolar; Nanomolar

Membrana externa (fraccion subcelular)
Membrana interna (fraccion subcelular)
Proteina de membrana externa de Escherichia coli
Pares de bases

Reaccion en cadena de la ADN polimerasa
Quitina coloidal

Quito-oligosacaridos

Sitio de unidn al ribosoma

Revoluciones por minuto

ARN Polimerasa del bacteriéfago T7
Solucién amortiguadora tris-salina con Tween-20
Unidades de densidad dptica

Unidades formadoras de colonia
Ultravioleta

Volts

Rapidez especifica de crecimiento
Dominio de unidn a quitina

Tiempo de duplicacion

Grados Celsius (centigrados)

Medio de cultivo con extracto de levadura y triptona (medio 2X)

4-metilumbeliferona
4-metilumbeliferil-B-D-triacetilquitotridsido
Hexamero de histidinas
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RESUMEN

El despliegue en la superficie celular de bacterias ha sido considerado como una estrategia
atractiva para la produccidn de proteinas totalmente activas ancladas a membrana celular. La fusién
génica de una secuencia sefial con una proteina de anclaje (p. ej., Lpp-OmpA) se ha convertido en una
estrategia exitosa para dirigir proteinas a la membrana celular externa de Escherichia coli. La quitinasa
amibiana (EhCHT1) es una glicosil hidrolasa importante para el ciclo de vida del protozoario intestinal
Entamoeba histolytica, el agente causal de la amibiasis en humanos. Interesantemente, EACHT1
posee caracteristicas estructurales que la hacen deseable para propdsitos biotecnolégicos, estable a
un amplio rango de pH y de temperatura, las cuales son deseables en proceso biotecnoldgicos e
industriales.

En el presente trabajo, se describen los resultados obtenidos de la expresion funcional del
dominio catalitico de la quitinasa amibiana (EhCHT1c) en la superficie celular de la bacteria E. coli
BL21 (DE3). La secuencia codificante para EhCHT1c fue insertada en fase con la secuencia del
polipéptido Lpp-OmpA, usando como vector parental al plasmido pESE (derivado de pET22b(+)), el
cual porta la fusidon proteica bajo el control del promotor de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7).
Inicialmente, la expresidn y correcta localizacién subcelular de Lpp-OmpA-EACHIT1c fue verificada
mediante inmuno-deteccion. Sin embargo, como consecuencia fisioldgica de la sobre-expresidn, se
observé un efecto negativo sobre la rapidez de crecimiento y viabilidad celular. No obstante, EACHT1c
desplegada en la superficie bacteriana exhibe actividad catalitica, demostrando su viabilidad
funcional sobre sustratos solubles de bajo peso molecular y vislumbrando su potencial como

alternativa biotecnoldgica para la biodegradacién de quitina.
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1. INTRODUCCION

1.1. Quitina y quitinasa

1.1.1.Quitina como subproducto de alto valor econédmico

Quitina, polisacdrido homo-polimérico formado por unidades de N-acetil- B-D-glucosamina
unidas por enlaces B-(1,4), es el segundo compuesto biolégico mas abundante sobre la tierra, después
de celulosa. Por sus caracteristicas fisicas, es componente estructural importante de diversos
organismos; p. ej., exoesqueleto de insectos, cuticula de crusticeos, cascara de camaron, y pared
celular de plantas y hongos [Nelson & Cox, 2008; Itoh et al., 2013]. Este polisacérido se obtiene como
un subproducto de diversas actividades econdmicas marinas; p.ej., produccion de camarén vy
langosta, generdandose mas de 2.3 millones de toneladas por afio en toda la biosfera acuatica
[Yandigeri et al., 2015]. En el afio 2009, la SAGARPA reporté una produccién de 7,440 toneladas de
quitina, como subproducto obtenido de la comercializacion de 129,671 toneladas de camardn
producido en granjas de los estados de Sonora, Sinaloa, Nayarit, Baja California Sur, Colima, y Baja
California. Como resultado de este estudio, se planted que la utilizacién de quitina a gran escala en
México es muy prometedora; especificamente, en la produccién de polimeros biodegradables y

biomateriales de soporte [SAGARPA, 2009].

1.1.2.Aplicaciones de la quitina y sus derivados

Como polimero natural, quitina posee propiedades altamente atractivas (biocompatible,
biodegradable, y no toxico) que le aseguran aplicabilidad en biomedicina (p. ej., ingenieria de tejidos
o liberaciéon de farmacos) y en diferentes procesos industriales (p. ej., tratamiento de agua residual o
preservacion de alimentos) [Barikani et al., 2014]. Sin embargo, ademas de la diversidad de procesos
industriales requeridos para obtener quitina de alta pureza, la baja solubilidad es el mayor
inconveniente asociado a su utilizacién directa, por lo que las principales aplicaciones de este
producto natural proceden del uso de quitosdn y otros derivados [Younes & Rinaudo, 2015]. Quitosan
es un biopolimero no téxico obtenido mediante la deacetilacidn de quitina. En las ultimas décadas,

quitosan y otros derivados (p. ej., quito-oligosacaridos) han recibido considerable atencion debido a
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sus propiedades y actividades bioldgicas con valor comercial. Los quito-oligosacaridos son productos
bioactivos obtenidos mediante degradacién bioldgica (hidrdlisis enzimatica) o quimica (hidrdlisis
acida) de quitina o quitosan. Actualmente, todos los derivados de quitina han demostrado
aplicabilidad en diferentes sectores; primordialmente, en el sector médico-farmacéutico [Park & Kim,

2010].

1.1.3.Quitosan y sus aplicaciones

Como polimero biodegradable y econédmico, el quitosan tiene numerosas aplicaciones en la
industria biomédica y biofarmacéutica, primordialmente en la regeneracion de tejidos, liberacion de
farmacos, cicatrizacion de heridas, y como anti-microbiano y anti-tumoral [Cheung et al., 2015]. Como
biomaterial de soporte en la ingenieria de tejidos, ha mostrado una velocidad de biodegradacién
razonable sin ocasionar alguna reaccidn inflamatoria o producir compuestos téxicos cuando se
regenera el tejido [Croisier & Jerome, 2013]. Por otro lado, su biocompatibilidad y naturaleza porosa
le han permitido integrarse eficientemente en sistemas de liberacidon de farmacos. Inclusive, como
acarreador de agentes anti-tumorales, se ha sugerido que fortalece la actividad terapéutica del
farmaco, ya que posee la habilidad de inducir la produccion de citocinas mediante el estimulo de la

proliferacién de linfocitos T [Cheung et al., 2015; Duttagupta et al., 2015].

1.1.4.Quito-oligosacaridos y sus aplicaciones

Los quito-oligosacdridos (QOS) son derivados de quitina o quitosan producidos mediante
hidrélisis quimica (hidrélisis acida) o bioquimica (hidrdlisis enzimdtica con glicosil hidrolasas:
quitinasas o quitosanasas) de los enlaces B-(1,4). Especificamente, los QOS han mostrado
aplicabilidad en diferentes formulaciones terapéuticas; p. €j., agentes anti-bacterianos o inhibidores
de quitinasa (parasitarias y fungicas), agentes anti-tumorales y anti-metastasicos, como inmuno-
moduladores, y como hipoglucemiantes [Aam et al., 2010].

Efecto anti-microbiano y anti-fungico. Uno de los efectos mas conocidos de los QOS es su
potencial anti-microbiano de amplio espectro, atribuido primordialmente a su capacidad de unién a
proteinas de membranas bacterianas y al peptidoglicano, afectando la permeabilidad celular y

conduciendo a la muerte [Tayel et al., 2016]. Otro de los efectos potenciales que poseen los QOS es
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su actividad anti-fungica, la cual ha sido experimentalmente empleada para tratar infecciones
micéticas en la piel [Mei et al., 2015].

Efecto anti-tumoral y anti-metastdsico: Se ha reportado que los QOS ejercen un efecto
inhibitorio sobre la proliferacion de células cancerosas, y por ende reduciendo el tamafio del tumor,
mediante estimulacién de la actividad cito-toxica de los linfocitos. Ademas, han mostrado efecto
inhibitorio sobre proteinas modificadoras de matriz extra-celular, reduciendo la capacidad
metastasica del tejido tumoral [Aam et al., 2010; Luo et al., 2014]. Por otro lado, existen indicios que
asocian alos QOS como inductores de apoptosis, mediante la activacidn de la proteina pro-apoptética
Bax e inhibicidon de angiogénesis [Mourya et al., 2011].

Glucosamina. El QOS mas sencillo es la glucosamina, el cual en combinacién con condroitina,
es empleado en el tratamiento de osteoartritis de rodilla y cadera, para regenerar el cartilago y
retrasar la degeneracién dsea, ayudando a reducir la posibilidad de intervencion quirdrgica [Henrotin

etal., 2012; Fransen, et al. 2014].

1.1.5.Quitinasa

Las quitinasas son glicosil hidrolasas capaces de romper el enlace B-(1,4) de quitina. En la
naturaleza, estas enzimas se encuentran en un amplio rango de organismos, tales como bacterias,
hongos, levaduras, actinomicetos, artrépodos, plantas, y mamiferos. De acuerdo al sitio de ruptura
en el polimero, se clasifican en endoquitinasas y exoquitinasas. Las endoquitinasas hidrolizan
aleatoriamente en sitios internos, liberando dimeros (quitobiosa) y oligémeros de bajo peso
molecular (quitotriosa, quitotetrosa). Las exoquitinasas han sido subdivididas en 2 categorias:
quitobiosidasas, las cuales catalizan la liberacion progresiva de quitobiosa a partir del extremo no
reductor, y B-N-acetilglucosaminidasas, las cuales hidrolizan los productos oligoméricos de las
endonquitinasas y quitobiosidasas, liberando unidades de B-N-acetilglucosamina [Hamid et al., 2013].

Por otro lado, cuando se clasifican de acuerdo a su similitud de secuencias polipeptidicas, se
subdividen en tres familias: 18, 19, y 20. La familia 18 incluye las quitinasas derivadas principalmente
de hongos, pero incluye algunas de virus, bacterias, insectos, plantas, y mamiferos. La familia 19
comprende las quitinasas derivadas primordialmente de plantas y de varias bacterias. La familia 20
contiene la N-acetilglucosaminidasa de Vibrio harveyiy las N-acetilhexosaminidasas de Dictyostelium
discoideum y de humano. Muchas bacterias, como Serratia marcescens, Aeromonas sp.,

Pseudomonas aeruginosa, y Streptomyces griseus, producen varias quitinasas. Incluso, el hongo
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Trichoderma harzianum produce dos N-acetilglucosaminidasas, cuatro endoquitinasas, y una

quitobiosidasa [Swiontek Brzezinska et al., 2014].

1.2. Entamoeba histolytica

1.2.1.Biologia y ciclo de vida

Entamoeba histolytica, cominmente llamada amiba, es un pardsito protozoario unicelular
residente del tracto gastrointestinal que mundialmente afecta a 50 millones de personas y causa de
40 a 100 mil muertes por afio [Jeelani & Nozaki, 2014]. Ademds, posee la capacidad de migrar a otros
drganos como higado, cerebro, pulmdn una vez que ha perforado la pared intestinal [Zakaria et al.,
2016)]. El ciclo de vida del parasito (ver Fig. 1) inicia con la ingesta de alimentos contaminados con
quistes (forma infectiva), los cuales poseen una pared compuesta principalmente de quitina [Das et

al., 2006]. Una vez que el quiste ha entrado al cuerpo, éste migra a través del intestino delgado hasta

Mature cysts

ingested

A= Infective Stage A ‘A. =

A= Diagnestic Stage

Cysts and tophozoifes
= Noninvasive Colonization  ©a58ed in feces
= Intestinal Disease

= Extraintestinal Disease

Fig. 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.

Imagen tomada del portal del Centro de Control de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos de
Norteamérica. (http://www.cdc.gov/parasites/amebiasis/pathogen.html), la cual permanece en
su formato original.
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alcanzar el colon, donde inicia el proceso de desenquistamiento, el cual consiste en el
reblandecimiento de la pared quitinosa mediada por el medioambiente y la accién de una quitinasa,
dando lugar a la liberacién de 4 trofozoitos (forma invasiva). Cuando las condiciones para la
sobrevivencia no son dptimas, inicia el proceso de enquistamiento; es decir, la sintesis de la pared

quitinosa mediada por las enzimas quitina sintasa, quitina deacetilasa, y quitinasa [Saha et al., 2015].

1.2.2.E. histolytica como fuente proteinas de interés biomédico y biotecnoldgico

La amiba es un organismo altamente secretor con un gran repertorio de enzimas que forman
parte de sus factores de virulencia; p. ej., proteasas, que juegan un papel importante en los
mecanismos de invasion tisular y evasion del sistema inmune [Ralston & Petri, 2011; Begum et al.,
2015]. Ademas, como respuesta al ataque por células del sistema inmune, el parasito exporta hacia
la superficie celular una peroxiredoxina que le permite resistir el ataque oxidativo [Choi et al., 2005].
Por otro lado, durante los procesos de enquistamiento y desenquistamiento, las enzimas de la ruta
biosintética de quitina aumentan considerablemente, representando excelentes dianas terapéuticas
[Jeelani et al., 2012]. Por lo anterior, y considerando que E. histolytica tolera diferentes condiciones
medioambientales severas (e.g., pH y temperatura, entre otras) durante su ciclo biolégico, es factible
suponer que sus proteinas son el producto de un proceso evolutivo altamente selectivo, el cual les ha
proporcionado propiedades biofisicas y bioquimicas de gran interés biomédico y biotecnoldgico

[Faust & Guillen, 2012; Munoz et al., 2016]

1.2.3.EhCHT], la quitinasa amibiana

La quitinasa de E. histolytica (EhCHT1, UniProt P90546), perteneciente a la familia 18, posee
un dominio Unico de unién a quitina (CBD) en el extremo N-terminal, que contiene 8 residuos de
cisteina, altamente conservados y conformando 4 enlaces disulfuro, y varios aminoacidos aromaticos
conservados que presumiblemente se unen al anillo de los azlucares de quitina. Interesantemente,
EhCHT1 tiene un espaciador de baja complejidad entre el dominio CBD y el dominio catalitico (ver
Fig.2), el cual se caracteriza por presentar un nimero variable de heptapéptidos repetidos que han
sido aplicados para distinguir aislados clinicos [Samuelson & Robbins, 2011]. El dominio catalitico,

ubicado en el extremo C-terminal, exhibe el patrén tipico adoptado por dominios ortélogos activos,
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un barril de ocho cadenas a/B [Mufioz et _

al., 2016]; ademas, su sitio activo

contiene el motivo DxxDxDxE signal peptide polymorphic spacer
(*’DGIDIDWE?™),  caracteristico de
Fig. 2. Representacion esquematica de la organizacién estructural
quitinasas de la familia 18 [Bonfim et al., de EhCHT1.
2006]. En un estudio reciente, se Imagen tomada de Samuelson & Robbins (2011), la cual permanece en su
formato original.
reporté que EhCHT1 exhibe propiedades
de interés industrial, como estabilidad a
un amplio rango de pH (>90% de actividad a pH = 5.0-8.5) y alta estabilidad térmica a valores menores

a 45 °C (t12 = 103.6 min a 44.8 °C) [Mufiioz et al., 2016].

1.3. Lpp-OmpA como sistema de expresidn en superficie bacteriana

1.3.1.Sistemas de expresion en membrana

Actualmente, existen diversos sistemas de expresion en superficie bacteriana, los cuales se
basan primordialmente en el uso de proteinas residentes de membrana citoplasmatica (p. ej.,
lipoproteinas o proteinas de membrana externa) como sistema de acarreo, anclaje, y exposicién
extracelular de péptidos o proteinas. Para lograr el despliegue en superficie, es necesario realizar la
fusidn génica de la molécula de interés con la proteina acarreadora; por lo tanto, es deseable que
esta Ultima sea un polipéptido robusto que permita un apropiado anclaje y exposicidn extracelular
[van Bloois et al., 2011]. El despliegue en superficie bacteriana ha mostrado un amplio rango de
aplicaciones, desde exposiciéon de proteinas con propiedades cataliticas (enzimas), inmunoldgicas
(anticuerpos) o inmunogénicas (vacunas), hasta librerias de péptidos para escrutinio molecular

[Georgiou et al., 1993; Benhar, 2001].

1.3.2.Sistema Lpp-OmpA

Uno de los sistemas de expresién en superficie de E. coli mas conocido y ampliamente
utilizado es la fusién Lpp-OmpA, inicialmente utilizada para desplegar la enzima B-lactamasa (Fig. 3A)

[Francisco et al., 1992]. La fusidén Lpp-OmpA consta de: (i) la secuencia sefial (20 residuos) y los

primeros 9 residuos del péptido maduro de la lipoprotreina principal Lpp, vy (ii) un segmento de 114
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I Lpp Signal Peptide and 1st9 a.a. I-Gly-lle-[ OmpA a.a. 46-155 |;Arg-Pm—Asp—Asn—Gly—I]c»Pro—Gly~His-Pt0~Gh1—l- B-lactamase a.a. 4-263

A OmpA 156-159 B-lac 1-3

Passenger enzyme

om

PP

SN
OmpA 46-159

Fig. 3. Representacion esquematica de la fusién Lpp-OmpA. (A) Organizacidn estructural de la construccion
Lpp-OmpA-B-lactamasa. (B) Modelo propuesto para el despliegue de enzimas y otras proteinas en
superficie bacteriana usando a Lpp-OmpA como acarreador.

(A) Imagen tomada de Francisco et al. (1992). (B) Imagen tomada de van Bloois et al. (2011). Ambas permanecen en su
formato original.

mas estrecha [Francisco et al., 1992; Daugherty et al. 1999].

1.3.3.Aplicaciones del sistema Lpp-OmpA

residuos (**Asn-Asn®®) del péptido maduro de la proteina de membrana externa OmpA, que
comprende 5 pasos transmembranales. Con esta fusidn, se ha propuesto un modelo de alta eficiencia
para el despliegue de enzimas y otras proteinas (Fig. 3B), donde el residuo N-terminal (Cys,
correspondiente al residuo 1 del péptido maduro de Lpp) se encuentra anclado a la membrana
externa mediante unién covalente con lipidos [Hantke & Braun, 1973], mientras que el residuo C-
terminal (Asn, correspondiente al residuo 159 del péptido maduro de OmpA) se encuentra expuesto
al espacio extracelular [Francisco et al., 1992; Georgiou et al., 1996; van Bloois et al., 2011]. Sin
embargo, se ha reportado que la sobre-expresion de proteinas desplegadas usando este sistema
conduce a una severa inhibicién del crecimiento bacteriano y una reduccidn de la viabilidad celular,

por lo que se ha recomendado utilizar alternativas de expresidn que permitan una regulacion génica

Como primer candidato, la enzima B-lactamasa fue expresada exitosamente en la superficie

de E. coli usando el sistema acarreador Lpp-OmpA [Francisco et al., 1992]. Con este hecho, se
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vislumbré una nueva vertiente en |la
catdlisis enzimatica: uso de la superficie
celular como sistema de presentacién de
enzimas y aplicacién de células vivas como
biocatalizadores. Gracias a esto, a la fecha,
se ha expresado activamente varias
enzimas con potencial biotecnoldgico:
fosfatasa alcalina [Stathopoulos et al.,
1996], organofosforo hidrolasa [Richins et
al., 1997, Karami et al., 2014],
metalotioneina [Valls et al., 1998], lipasa [Jo
et al., 2014], y xilanasa [Qu et al., 2015],
entre otras.

Por otro lado, con el sistema Lpp-
OmpA, también se ha logrado desplegar

dominios de proteinas; especificamente, el
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Fig. 4. Representacidon esquematica de la fusién Lpp-OmpA, de
7 pasos transmembranales (B1-B7).

Modelo propuesto para la fusién Lpp-OmpA(B1-B7) anclada en la
membrana externa de E. coli. Obtenido usando el algoritmo del
servidor PRED-TMBB (http://biophysics.biol.uoa.gr//PRED-TMBB) y
representado con el programa TMRPres2D (http://bioinformatics.
biol.uoa.gr/TMRPres2D).

dominio de unién de quitina (CBD) de la quitinasa Al de Bacillus circulans, el cual fue eficientemente

expresado y, ademds, mostrd una alta especificidad a sustrato y estabilidad a un amplio rango de pH

y temperatura [Wang & Chao, 2006].

1.4. Expresion de EhCHT1c en superficie de E. coli

Con el fin de expresar el dominio catalitico de la quitinasa amibiana (EhCHT1c) en la superficie

de E. coli, se propuso la siguiente fusién Lpp-OmpA-EACHT1c:

29 1 159

143 507

1
[ M-18]-GIC-[7]-Q | —GI— —GIPG— | EQKLISEEDL | —GS—

Lpp link OmpA

link Myc link EhCHT1

donde el extremo N-terminal contiene la secuencia sefial (20 residuos) y los primeros 9 residuos del

péptido maduro de Lpp, seguido de un segmento de 159 residuos del péptido maduro de OmpA (que

comprende 7 pasos transmembranales) y la secuencia del epitope Myc (como etiqueta molecular

para inmuno-reconocimiento), y en el extremo C-terminal un fragmento de 365 residuos del péptido

maduro de EhCHT1 (que incluye el dominio catalitico).
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Cabe destacar que la fusidon Lpp-OmpA propuesta para desplegar EhCHT1c es ligeramente
mas extensa (Fig. 4), comparado con la desarrollada por Francisco et al. (1992), ya que el péptido de
anclaje consta de 7 pasos transmembranales (B1-B7), dos mas que el polipéptido tipicamente usado
(Bs-B7). En consideracion a que la estructura de OmpA es barril B (conformado por 8 pasos
transmembranales) que brinda estabilidad a la membrana bacteriana [Pautsch & Schulz, 1998; Arora
et al., 2001], es razonable suponer que la similitud estructural favorecerd un plegamiento semejante
a la conformacidén nativa y que, por ende, se espera que muestre una reducida perturbacion al
entorno celular. Ademas, siendo una proteina con alta representatividad en la membrana celular
(aprox. 10° copias por célula), ofrece la posibilidad de tener numerosos sitios de anclaje y despliegue

de EhCHT1c en la superficie de E. coli.
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2. JUSTIFICACION

Quitina es generada en grandes cantidades como un subproducto de algunas actividades
econdmicas importantes en nuestro pais; p. ej. cultivo y comercializacidn de camardn. Actualmente,
este polimero natural y sus derivados (quitosan y quito-oligosacdridos) han tomado relevancia
econdmica per se, debido al impacto de sus aplicaciones en diferentes sectores industriales; p. ej.
farmacéutico, biomédico, alimentario, y medioambiental. Tradicionalmente, los procesos de
extraccién de quitina y obtencidn de sus derivados involucran condiciones fisicoquimicas extremas
(pH y temperatura). Ademas, se han reportado bajos rendimientos en los procesos de obtencién de
quito-oligosacaridos. Por tal motivo, se ha sugerido la utilizacién de enzimas (p. ej., quitinasas) de
diversos microorganismos como sistemas de produccién de quito-oligosacaridos de interés
biomédico y farmacéutico. En el presente trabajo, se propone la utilizaciéon del dominio catalitico de
la quitinasa amibiana (EhCHT1), desplegada en la superficie de una bacteria, ya que exhibe alta
termoestabilidad y tolerancia a cambios de pH, caracteristicas que la hacen atractiva para su

aplicacion como una alternativa en la biodegradacién de quitina.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis

El domino catalitico de la quitinasa amibiana EACHT1 exhibe actividad endoquitinolitica cuando se

expresa en la superficie de Escherichia coli.

3.2. Objetivos

3.2.1.0bjetivo General

Utilizar la superficie celular de la bacteria Escherichia coli como sistema de despliegue del
dominio catalitico de la quitinasa amibiana (EhCHT1c), mediante una estrategia de clonacién y
expresion funcional in vivo (en membrana externa), para determinar su potencial como alternativa

para la biodegradacién de quitina.

3.2.2.0bjetivos Especificos

1. Obtener una cepa bacteriana que exprese EhCHT1c en su superficie, mediante protocolos
estandar de clonacién molecular y expresion heterdloga.

2. Evaluar el efecto de la expresién de EhCHT1c en la superficie bacteriana sobre la fisiologia
celular, mediante el andlisis de crecimiento y viabilidad celular.

3. Evaluar la actividad endoquitinolitica de EhCHT1c desplegada en superficie bacteriana,
mediante un ensayo de biodegradacién de un sustrato fluorogénico estandar.

4. Examinar el potencial quitinolitico del sistema bacteriano que despliega EhACHTIc,

mediante ensayos preliminares de biodegradacién de sustratos complejos.
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4, MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales: reactivos, soluciones, y estuches comerciales

Todos los materiales empleados fueron obtenidos de diferentes proveedores y distintas casas
comerciales. Los reactivos y soluciones fueron de grado reactivo o grado biologia molecular, y se
utilizaron tal como el proveedor los entregd. La procedencia de cada reactivo sera indicada en el
protocolo correspondiente. La purificacién de productos de PCR fue realizada utilizando el estuche
QIAprep™ PCR Purification Kit y la purificacion de ADN plasmidico fue realizada usando el estuche
QIAprep™ Spin Miniprep Kit, ambos de Qiagen. El revelado de la inmuno-deteccién tipo western blot

fue realizado utilizando el estuche AP Conjugate Substrate Kit (Biorad).

4.2, Plasmidos, bacterias, y medios de cultivo

El plasmido recombinante pQSE (Anexo 1) fue utilizado como molde para la amplificacién de
la fusion Lpp-OmpA. El plasmido comercial pET22b(+) (Novagen) (Anexo2) fue utilizado para la
construccion del vector de expresion de la fusidn Lpp-OmpA. El plasmido recombinante pET22-
EhCHIT82 (Anexo 3) fue utilizado como molde para la amplificacion del dominio catalitico de EhACHT1.
Las caracteristicas moleculares de cada plasmido se describen como nota al pie en los respectivos
anexos. Los plasmidos fueron obtenidos de la reserva de productos bioldgicos del Laboratorio de
Biotecnologia de la FCQI- UABC.

Las cepas bacterianas ER2738 y BL21 (DE3) de Escherichia coli fueron utilizadas durante el

presente trabajo. El genotipo y el proveedor de cada cepa se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas de Escherichia coli utilizadas en el presente estudio.

Cepa Genotipo Proveedor Aplicacién

ER2738 thuA2 gInV A(lac-proAB) thi-1 A(hsdS-mcrB)5 /F [proA*B* lacl? New England Clonacién
A(lacZ)M15 zzf::Tn10(TetR)] Biolabs molecular

BL21 (DE3)  thuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS; where A DE3 =4 Novagen Expresion
sBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5 proteica

Todas las cepas fueron obtenidas de la reserva de productos bioldgicos del Laboratorio de Biotecnologia de la FCQI-UABC.
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Los medios de cultivo LB y 2X YT fueron preparados siguiendo las formulaciones y
procedimientos estandar de laboratorio [Sambrook et al., 1989]. A menos que se indique diferente,
todos los componentes fueron de la marca BD Bacto™. Medio LB (Luria Berthani): 10 g/L de triptona,
5 g/L de extracto de levadura, y 10 g/L de NaCl (Amresco). Medio 2X YT: 10 g/L de triptona, 10 g/L de
extracto de levadura, 10 g/L de NaCl. Los medios sélidos fueron suplementados con 17 g/L de agar

bacterioldgico. Cuando fue requerido, LB fue suplementado con ampicilina [0.15 mg/mL] (LB-Amp).

4.3. Oligonucleétidos sintéticos

Los oligonucleédtidos sintéticos utilizados como iniciadores en las reacciones de amplificacién
fueron obtenidos de la casa comercial Eurofins MWG Operon LLG. La secuencia nucleotidica

correspondiente y algunas de sus caracteristicas especificas se muestran en la Tabla 2.

4.4, Protocolos estandar

4.4.1.Preparacion de un cultivo bacteriano semilla

Un cultivo semilla fue preparado mediante inoculacién de 0.02 mL de una suspension celular
de bacterias (E. coli ER2738 o BL21 (DE3); silvestres o portadoras del plasmido de interés) en 2 mL de
medio LB (sin o con antibidtico). La proliferacion celular fue permitida mediante incubacién a 37 °C
durante una noche, con agitacion constante (300 rpm).

En condiciones de almacenamiento adecuadas, este cultivo fue considerado viable por un

periodo no mayor a 2 semanas.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en el presente estudio.

Nombre Secuencia (5'>3)* Tm (°C)  Endonucleasa

LPPF2 CATCATTCTAGAATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAAAGCTACT 65.5 Xbal

OMPAR2 CATCATAAGCTTGAATTCGGATCCCAGATCCTCTTCAGA 70.0 Hindlll, EcoRI, BamHI
EhCHTA1CF CATCATGGATCCATCCCAAAGAAAACAGTTGCTTATTATAC 67.7 BamHI

T7_RV CCCCTCAAGACCCGTTTAGAG 64.5 No Existe

*Las secuencias de reconocimiento por la endonucleasas se muestran subrayadas.
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4.4.2.Preparacion de células bacterianas competentes

Un cultivo fresco de la cepa de E. coli requerida para la transformacion fue preparado
diluyendo 0.02 mL de un cultivo semilla en 2 mL de medio LB. Después de 2-3 h de incubacidn (37 °C,
300 rpm), alicuotas de 1 mL fueron transferidas a microtubos y la pastilla celular fue separada
mediante centrifugacién (2 min a 13,000 rpm, 4 °C). Posteriormente, la pastilla fue resuspendida en
0.5 mL de agua fria (estéril), mantenida durante 5 min en hielo y separada mediante centrifugacion.
Enseguida, la pastilla fue resuspendida en 0.5 mL de una solucién 100 mM de CaCl, (fria, estéril),
mantenida durante 5 min en hielo y separada mediante centrifugacion. Finalmente, la pastilla fue
resuspendida en 0.05 mL de una solucién 50 mM de CaCl, 50 mM (fria, estéril) y mantenida durante

5 min en hielo.

4.4.3.Transformacion por choque térmico

Una muestra de ADN (2 pL; pldsmido o ligacidn) fue afiadida a un microtubo conteniendo una
suspension de células competentes. Después de 30 min de incubacién en hielo, se realizé un choque
térmico como sigue: 42 °C durante 1.5 min, inmediatamente seguidos de 5 min en hielo. La
recuperacién bacteriana fue favorecida mediante la adicién de 1 mL de medio 2X YT e incubacion a
37 °C durante 1 h. La seleccion de transformantes fue realizada inoculando 1/10 y 9/10 del volumen
de transformacion (ya recuperado) sobre la superficie de medio LB-Amp sélido. Los cultivos fueron
incubados durante la noche a 37 °C. Las unidades formadoras de colonias (ufc) resistentes a ampicilina

fueron consideradas como transformantes estables.

4.4.4.Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Las muestras acuosas conteniendo ADN fueron diluidas con agua destilada estéril a un
volumen final de 10 pL y mezcladas con 1 pL de amortiguador de carga 10X [0.25% de azul de
bromofenol; 0.25% de xilencianol; 30% de glicerol]. Las mezclas fueron cargadas en gel de agarosa al
1%, preparado en solucién amortiguadora TAE 1X [40 mM de Tris; 20 mM de acido acético; 1 mM de
EDTA] suplementada con bromuro de etidio [0.5 pg/mL]. Como marcadores de peso molecular se

utilizaron: (i) ADN del bacteriéfago A digerido con la endonucleasa Hindlll, o (ii) 100 bp-Ladder (New
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England Biolabs). La electroforesis fue corrida durante 30-60 min a 100 V y visualizada utilizando el

equipo fotodocumentador Gel Doc™ EZ (Biorad).

4.4.5.Purificacion de ADN (plasmidos y productos de PCR) y secuenciacidn automatica

El ADN plasmidico y los productos de PCR fueron purificados siguiendo los protocolos
recomendados por el fabricante. La secuencia nucleotidica de los pldsmidos recombinantes fue
obtenida mediante el servicio de secuenciacidon automatica de ADN del Instituto de Biotecnologia de

la UNAM.

4.4.6.Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE

Las muestras (pastillas celulares) fueron resuspendidas (con apoyo de un disruptor celular) en
0.2 mL de soluciédn amortiguadora 1X para carga de proteinas [5% de glicerol; 1.25% de SDS; 2.5% de
-mercaptoetanol; 0.001% de azul de bromofenol; 25 mM de Tris-HCl, pH 6.8] y desnaturalizadas
durante 10 min a una temperatura de 95-100 °C. Las proteinas contenidas en 0.01 mL de muestra
fueron separadas mediante electroforesis en gel SDS-poliacrilamida al 12%. El gel fue preparado
siguiendo el protocolo estdndar de laboratorio [Laemmli, 1970]. La separacidn fue realizada a 80 V
durante 15-20 min y, posteriormente, a 120 V durante 60-90 min. Al final de la corrida, el gel fue
separado y las proteinas fueron: (i) tefiidas con azul de Coomassie, siguiendo el procedimiento tipico

de laboratorio, o (ii) transferidas a nitrocelulosa para inmuno-deteccion.

4.4.7.Inmuno-deteccidn tipo western blot

Las proteinas fueron electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa utilizando el
sistema Criterion™ Blotter (Biorad), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. La
membrana fue tratada durante la noche con solucién de bloqueo [5% de leche Svelty™ (Nestle®); 50
mM de NaCl; 0.05% de Tween® 20; 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0]. Posteriormente, la membrana fue
lavada 3 veces (10 min cada lavado) con soluciéon TBST [150 mM de NaCl; 0.05% de Tween® 20; 100
mM de Tris-HCI, pH 8.0]. El reconocimiento primario fue realizado mediante tratamiento, durante 1h,
con una solucién 1:5,000 del anticuerpo policlonal anti-Myc (Sigma) (diluido en TBST). Después de 3

lavados, el reconocimiento secundario fue permitido mediante tratamiento, durante 1 h, con una
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solucidon 1:5,000 del anticuerpo policlonal anti-Fc de conejo acoplado a fosfatasa alcalina (Rockland)
(diluido en TBST). Enseguida, la membrana fue lavada 3 veces. La inmuno-deteccién fue revelada

utilizando una solucidn comercial de sustrato para fosfatasa alcalina (BIORAD).

4.5. Construccion del plasmido pESE

4.5.1. Amplificacién de Lpp-OmpA

La secuencia codificante para la fusidon Lpp-OmpA fue amplificada mediante PCR utilizando a
los oligonucledtidos LPPF2 y OMPAR2 como iniciadores y al plasmido pQSE como molde. Ademas de
incorporar los respectivos sitios de reconocimiento para endonucleasas (requeridos para la ligacién
molecular), los oligonucledtidos contienen secuencias que hibridan especificamente con las regiones
flanqueantes a Lpp-OmpA. Es importante mencionar que el producto de PCR esperado (699 pb)
incluyé la secuencia RBS y los codones de la etiqueta molecular Myc en los extremos 5" y 37,
respectivamente. La mezcla de reaccion fue preparada en un volumen final de 50 pL de solucién
amortiguadora 1X para la enzima Pfu ADN polimerasa (Agilent) conteniendo 0.2 mM de
deoxirribonucledtidos trifosfatados (New England Biolabs), 20 picomoles de cada oligonucledtido
(LPPF2 y OMPAR2), 1-2 ng de pQSE, y 1.25 U de Pfu ADN polimerasa. La amplificacién se realizé en un
equipo termociclador MultiGene™ (Labnet International, Inc.) utilizando las siguientes condiciones: 1
ciclo de desnaturalizacion inicial (2 min a 94 °C), 35 ciclos de amplificacién exponencial (20 s a 94 °C;
20sa55°C; 60s 72 °C), 1 ciclo de extension final (7 min a 72 °C). Una vez concluido, el producto de

PCR fue mantenido a 12 °C hasta retirarlo del equipo.

4.5.2.Preparacion de componentes para ligacién: pET22b(+) y Lpp-OmpA

Inicialmente, el plasmido y el inserto fueron purificados usando estuches comerciales.
Posteriormente, ambos fueron digeridos con las endonucleasas Xbal y Hindlll (New England Biolabs)
durante 2 h utilizando el procedimiento recomendado por el proveedor (solucion amortiguadora
NEB2/BSA 1X, 37 °C). 30 min antes de cumplir el tiempo de digestion, el plasmido fue defosforilado,
suplementando 1 pL fosfatasa alcalina (bCIP, Roche). Enseguida, ambos productos de digestion fueron

purificados y analizados (para verificar la integridad de los fragmentos obtenidos).
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4.5.3.Ligaciéon y obtencidn de pESE

La ligacién de los productos de digestion, vector [pET22b(+)/Xbal-Hindlll defosforilado] e
inserto [producto de PCR Lpp-OmpA/Xbal-Hindlll], fue realizada utilizando 400 U de la enzima ADN
ligasa del bacteridfago T4 (New England Biolabs) y siguiendo las condiciones recomendadas por el
proveedor. La reaccion fue permitida mediante incubacion en refrigeraciéon durante una noche. El
producto de la ligacién fue transfectado en la cepa ER2738 de E. coli y varias transformantes estables
fueron seleccionadas para analisis de plasmidos (mediante liberacién de inserto). Aquellas
transformantes que portan el inserto, fueron utilizadas para caracterizacién molecular y extracciéon
de ADN plasmidico de alta pureza. Una transformante con el patrén de restriccién esperado fue
selecciona para secuenciacién de ADN. Una vez verificada la integridad de la secuencia nucleotidica,

el plasmido fue denominado pESE (5,991 pb).

4.6. Construccion del plasmido pESE-EACHT1c

4.6.1.Amplificaciéon de EhCHT1c

143 3 Cys®”) fue amplificada mediante PCR utilizando

La secuencia codificante para EhCHT1c (lle
a los oligonucleétidos EhCHT1CF y T7_RV como iniciadores, y al plasmido pET22-EhCHIT82 como
molde. Ademds de incorporar los respectivos sitios de reconocimiento para endonucleasas
(requeridos para la ligacion molecular), los oligonucleétidos contienen secuencias que hibridan
especificamente con las regiones flanqueantes a EhCHT1c. Es importante destacar que el producto
de PCR esperado (1,256 pb) incluyd un pequefio segmento del extremo 3°, que contiene los codones
del hexamero de histidinas y una porcién del terminador T7, que no interfieren en la estrategia de
clonacién. La mezcla de reaccién fue preparada en un volumen final de 50 pL de solucién
amortiguadora 1X para la enzima Pfu ADN polimerasa (Agilent) conteniendo 0.2 mM de
deoxirribonucledtidos trifosfatados (New England Biolabs), 20 picomoles de cada oligonucleétido
(ERCHT1CFy T7_RV), 1-2 ng de pET22-EhCHIT82, y 1.25 U de Pfu ADN polimerasa. La amplificacion se
realizd en un equipo termociclador MultiGene™ (Labnet International, Inc.) utilizando las siguientes
condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial (2 min a 94 °C), 35 ciclos de amplificacién exponencial

(20sa94 °C;20sa55°C;60s a 72 °C), 1 ciclo de extension final (7 min a 72 °C). Una vez concluido,

el producto de PCR fue mantenido a 12 °C hasta retirarlo del equipo.
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4.6.2.Preparacion de componentes para ligacién: pESE y EACHT1c

Inicialmente, el pldsmido y el inserto fueron purificados usando estuches comerciales.
Posteriormente, ambos fueron digeridos con las endonucleasas BamHI y Hindlll (New England
Biolabs) durante 2 h utilizando el procedimiento recomendado por el proveedor (solucion
amortiguadora NEB2/BSA 1X, 37 °C). 30 min antes de cumplir el tiempo de digestion, el plasmido fue
defosforilado, suplementando 1 ulL fosfatasa alcalina de becerro recombinante (bCIP, Roche).
Enseguida, ambos productos de digestidén fueron purificados y analizados (para verificar la integridad

de los fragmentos obtenidos).

4.6.3.Ligacidon y obtencion de pESE-EhRCHT1c

La ligacion de los productos de digestion, vector [pESE/BamHI-Hindlll defosforilado] e inserto
[producto de PCR EhCHT1c/BamHI-Hindlll], fue realizada utilizando 400 U de la enzima ADN ligasa del
bacteriéfago T4 (New England Biolabs) y siguiendo las condiciones recomendadas por el proveedor.
La reaccion fue permitida mediante incubacién en refrigeraciéon durante una noche. El producto de la
ligacion fue transfectado en la cepa ER2738 de E. coli y varias transformantes estables fueron
seleccionadas para andlisis de plasmidos (mediante liberacidén de inserto). Las transformantes que
portan el inserto, fueron utilizadas para caracterizacién molecular y extracciéon de ADN plasmidico de
alta pureza. Una transformante con el patrédn de restriccion esperado fue selecciona para
secuenciacidon de ADN. Una vez verificada la integridad de la secuencia nucleotidica, el plasmido fue

denominado pESE-EhCHT1c (7,083 pb).
4.7. Analisis de parametros fisioldgicos

4.7.1.Curvas de crecimiento bacteriano

Los cultivos independientes de E. coli BL21 (DE3) portadora de los plasmidos pET22b(+), pESE,
0 pESE-EhCHT1c fueron preparados y tratados en dos condiciones, siny con 1 mM de IPTG (inductor).
Las cinéticas del crecimiento fueron obtenidas registrando la densidad 6ptica a 600 nanédmetros

(DOeoo) con respecto al tiempo de cultivo. Brevemente, 3 mL de medio LB-Amp fueron inoculados con

el volumen necesario de un cultivo semilla para obtener 0.05-0.10 UDO. Después de 5 min de
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incubacién (37 °C, 300 rpm), se realizod el primer registro (t = 0). Los cultivos fueron posteriormente
incubados durante 6 h, realizando registros cada 30 min. Cabe destacar que los cultivos inducidos
fueron suplementados con IPTG a las 2 h de incubacién. A partir de las curvas de crecimiento
bacteriano, se determind la rapidez especifica (1) y el tiempo de duplicacidn (t4). Para esto, se graficd
el logaritmo natural de la DOggyo contra el tiempo (min) y se ajustaron los datos a una regresion lineal,
aplicando la siguiente ecuacidn:
InX = InX, 4+ pt
donde p corresponde a la pendiente de la fase exponencial de crecimiento. Por otro lado, t4 fue

calculada considerando la siguiente ecuacién:

4.7.2.Analisis viabilidad bacteriana

Los cultivos independientes de E. coli BL21 (DE3) portadora de los plasmidos pET22b(+), pESE,
0 pESE-EhCHT1c fueron preparados y tratados en dos condiciones, sin y con 1 mM de IPTG (inductor).
Brevemente, 1 mL de medio LB-Amp fue inoculado con 0.02 mL de un cultivo semilla. Después de 2 h
de incubacién (37 °C, 300 rpm), los cultivos inducidos fueron suplementados con IPTG. La sobre-
expresion fue permitida durante 2 h adicionales de incubacién. Inmediatamente después, los cultivos
fueron colocados en hielo, para arrestar crecimiento bacteriano y disminuir la expresidn de proteinas,
y la DOgso fue determinada. Conociendo esta, 1 mL de una suspensién celular fue preparado
conteniendo 0.1 UDO (dilucién 10) en medio LB. Después, se prepararon 5 diluciones decimales
seriadas (102-10®) a partir de la dilucién 101, Enseguida, 0.01 mL de cada dilucién fueron inoculados
en la superficie de medio LB-Amp y, posteriormente, incubados durante la noche a 37 °C. Las colonias
desarrolladas fueron contadas y la dilucién con registro de 10 a 100 ufc fue utilizada para calcular la

densidad celular, utilizando la siguiente ecuacion:
(ufc - FD)
0.01 mL

donde ufc corresponde al nimero de colonias contadas y FD el factor de dilucién. Ademas, el

[ufc/mL] =

porcentaje de sobrevivencia (viabilidad) fue determinado considerando la siguiente ecuacion:

Log[ufc/mL];

viabilidad (%) = e
0

100

donde los subindices 0 y 1 representan las condiciones sin y con inductor, respectivamente.
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4.8. Fraccionamiento subcelular

La localizacidn subcelular de las proteinas de fusién Lpp-OmpA y Lpp-OmpA-EhCHT1c fue
determinada siguiendo un protocolo reportado [Yang et al., 2008], con pequeiias modificaciones. Este
procedimiento, utilizado para identificar proteinas de membrana en E. coli, se basa en la utilizacién
de N-lauroilsarcosina para solubilizar y separar la membrana interna, dejando intacta a la membrana

externa [Filip et al., 1973].

4.8.1.0btencion de fracciones subcelulares

Los cultivos independientes de E. coli BL21 (DE3) portadora de los pldsmidos pESE o pESE-
EhCHT1c fueron preparados y tratados con 1 mM de IPTG (inductor). Brevemente, 5 mL de medio LB-
Amp fueron inoculados con 0.05 mL de un cultivo semilla. Después de 2 h de incubacidn (37 °C, 300
rpm), los cultivos fueron suplementados con IPTG. La sobre-expresion fue permitida durante 2 h
adicionales de incubacién. Posteriormente, las pastillas celulares fueron separadas mediante
centrifugacion (2 min a 12,000 rpm) y resuspendidas en 1 mL de solucién amortiguadora DPBS 1X
(Sigma). Después de determinar la DOgso de las suspensiones celulares, el volumen correspondiente
a 2 UDO fue transferido a un microtubo y la pastilla celular fue separada mediante centrifugacion.
Enseguida, cada pastilla fue lavada 3 veces con 1 mL de DPBS 1X (2 min, 10,000 rpm) y resuspendida
en 1 mL de solucién de lisis [SO mM de NaCl; 50 mM de Tris-HCI, pH 8.0]. La lisis celular fue favorecida
mediante 5 min de ultra-sonicacién (10 ciclos: 30 s x 30 s; potencia 15) usando un equipo Misonix®
Microson™ XL-2000 (Qsonica, LLC.). Una muestra de 25 uL fue tomada como control de lisado
bacteriano total (LBT). Posteriormente, los lisados fueron clarificados mediante centrifugacién a 5,000
Xg durante 5 min. El sobrenadante fue transferido a un microtubo y fraccionado mediante
centrifugacion a 16,060 Xg durante 1.5 h (4 °C). El sobrenadante fue transferido a un microtubo y
conservado como la fraccion citosdlica-periplasmica (C/P). El precipitado (membranas celulares) fue
solubilizado en 0.1 mL de solucién amortiguadora LSS-HEPES [1% de N-lauroilsarcosina de sodio; 50
mM HEPES, pH 7.0] e incubado a temperatura ambiente durante 30 min. La suspension membranosa
solubilizada fue fraccionada mediante centrifugacion a 16,060 Xg durante 1.5 h (4 °C). El
sobrenadante fue transferido a un microtubo y conservado como la fraccién de membrana Interna
(M1). El precipitado fue lavado con 0.4 mL de solucién amortiguadora LSS-HEPES, mediante

resuspensién y centrifugacion (16,060 Xg, 30 min, 4 °C). Finalmente, el precipitado fue resuspendido
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en 0.1 mL de solucidn de lisis-urea [8 M de urea; 100 mM de Tris-HCI, pH 8.0] y conservado como la

fracciéon de membrana externa (ME).

4.8.2.Analisis de las fracciones subcelulares

Las muestras para electroforesis fueron preparadas mezclando 0.025 mL de cada fraccidn
(LBT, C/P, MI, y ME) con 0.025 mL de solucion amortiguadora 2X para carga de proteinas. El mezclado
fue favorecido mediante agitacién en disruptor celular (3,000 rpm, 3 min). Las muestras fueron
desnaturalizadas durante 10 min a una temperatura de 95-100 °C. Las proteinas contenidas en 0.01
mL de muestra fueron separadas mediante electroforesis en gel SDS-poliacrilamida al 12% v,

posteriormente, transferidas a nitrocelulosa para inmuno-deteccién tipo western blot.

4.9. Analisis de actividad endoquitinolitica en membrana celular

4.9.1.Expresion de EhCHT1c en superficie de E. coli

Los cultivos obtenidos de manera independiente de E. coli BL21 (DE3) portadora de los
plasmidos pET22b(+), pESE, o pESE-EhCHT1c fueron preparados y tratados con 1 mM de IPTG
(inductor). Brevemente, 5 mL de medio LB-Amp fueron inoculados con 0.05 mL de un cultivo semilla.
Después de 2 h de incubacién (37 °C, 300 rpm), los cultivos fueron suplementados con IPTG. La sobre-
expresion fue permitida durante 1 h adicional de incubacién. Posteriormente, las pastillas celulares
fueron separadas mediante centrifugacion (2 min a 12,000 rpm) y resuspendidas en 1 mL de solucién
amortiguadora DPBS 1X (Sigma). Después de determinar la DOgso de las suspensiones celulares, el
volumen correspondiente a 5 UDO fue transferido a un microtubo y la pastilla celular fue separada
mediante centrifugacién. Enseguida, cada pastilla fue resuspendida en 0.5 mL de una solucién

amortiguadora 50 mM de citratos-fosfatos pH 5.0.

4.9.2.Ensayo tipico de actividad

La actividad endoquitinolitica de EhACHT1c desplegada en la superficie de E. coli fue

determinada mediante la adaptacidon de un microensayo fluorogénico, usando a 4-metilumbeliferil-

B-D-triacetilquitotriésido como sustrato. La hidrélisis del sustrato rinde la liberacion de 4-
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metilumbeliferona (4MUF), el cual emite fluorescencia azul cuando se excita con luz UV. Las mezclas
de reaccién (0.1 mL) fueron preparadas afiadiendo 0.5 UDO a microtubos conteniendo una solucidn
amortiguadora de citratos-fosfatos (50 mM, pH 5.0). Una mezcla carente de células fue utilizada como
control negativo y otra suplementada con quitinasa de la bacteria Serratia marcescens (Sigma) fue
control considerada como positivo. Después de 5 min de incubacién (37 °C, 300 rpm), las mezclas
fueron suplementadas con 0.5 nanomoles de sustrato fluorogénico y continuaron incubandose
durante 1 h. Enseguida, los sobrenadantes fueron separados mediante centrifugacion (14,500 rpm, 2
min) y mezclados con 0.1 mL de una solucion 0.5 M de Gly-NaOH (pH 10.3). La fluorescencia emitida
por 4AMUF fue comprobada mediante observacién en un transiluminador UV y registrada usando un

fotodocumentador GelDoc EZ (Biorad).

4.9.3.Analisis cinético de la actividad

La cinética de la actividad enzimatica de EhCHT1 desplegada en la superficie de E. coli fue
examinada mediante el ensayo fluorogénico, analizando la cantidad de 4MUF liberada y acumulada
con respecto al tiempo de incubacion. Las mezclas de reaccién (0.5 mL) fueron preparadas anadiendo
1 UDO a microtubos conteniendo una solucién amortiguadora de citratos-fosfatos (50 mM, pH 5.0).
Una mezcla carente de sustrato y células fue utilizada como blanco; en tanto, otra carente de células
fue considerada como control de sustrato (hidrdlisis espontanea). Después de 5 min de incubacion
(37 °C, 300 rpm), las mezclas fueron suplementadas con 2.5 nanomoles de sustrato fluorogénico.
Inmediatamente, una alicuota de 0.1 mL fue colectada (t = 0) y las mezclas continuaron incubandose
durante 4 h. Alicuotas de 0.1 mL fueron colectadas cada hora y tratadas de la siguiente manera: los
sobrenadantes fueron separados mediante centrifugacién (14,500 rpm, 2 min) y una muestra de
0.075 mL fue mezclada con 0.075 mL de una solucién 0.5 M de Gly-NaOH (pH 10.3). La fluorescencia

emitida por acumulacidon de 4MUF fue evidenciada y registrada como se mencioné anteriormente.

4.10. Analisis preliminar de la actividad quitinolitica sobre sustratos complejos

4.10.1. Preparacion de quitina coloidal

La quitina coloidal fue preparada siguiendo un protocolo reportado [Gomez Ramirez et al.,

2004]. Brevemente, 5 g de quitina de cangrejo (pulverizada en mortero) fueron resuspendidos en 100
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mL de acido fosférico al 85% y mezclados durante 6 h, con apoyo de un agitador magnético.
Posteriormente, la mezcla fue refrigerada (12-16 °C) durante 24 h. Enseguida, fue agregada
lentamente a un litro de agua corriente (estéril, fria), favoreciendo la formacién de un precipitado
blanco. La quitina coloidal (QC) fue recuperada mediante filtracidn por vacio, y transferida a un tubo
conico. Posteriormente, la QC fue lavada con suficiente agua corriente (estéril, fria), mediante
centrifugacion (9500 rpm, 5 min), hasta obtener un valor de pH = 6.5 en el sobrenadante. Finalmente,
la QC fue esterilizada en autoclave (121 °C, 15 min). Los ensayos fueron realizados utilizando dos
soluciones de QC: (i) 1% en solucién 0.1 M de acetato de sodio (pH 5.0), y (ii) 1% en solucién 174 mM

de 3acido acético.

4.10.2. Expresidny ensayo de actividad

Los cultivos independientes de E. coli BL21 (DE3) portadora de los plasmidos pET22b(+), pESE,
0 PESE-EhCHT1c fueron preparados como se describié anteriormente (ver seccidon 4.9.1.), con la
excepcion de que la pastilla celular fue resuspendida en 0.5 mL de una solucién 0.1 M de acetato de
sodio (pH 5.0) o 174 mM de 4cido acético, dependiendo de la solucidon de sustrato. La actividad
quitinolitica de EhCHT1c desplegada en la superficie de E. coli fue determinada mediante la
adaptacidon de un microensayo cromogénico, usando QC como sustrato. La hidrdlisis del sustrato
rinde quito-oligosacaridos con extremos reductores, los cuales determinados fueron valorados
mediante dos micro-ensayos tipicos. Las mezclas de reaccion (0.1 mL) fueron preparadas afiadiendo
0.5 UDO a microtubos conteniendo una solucidon 1% de QC. Una mezcla carente de células fue
utilizada como control negativo y otra suplementada con quitinasa de la bacteria Serratia marcescens
(Sigma) fue control considerada como positivo. Después de 1 h de incubacién (37 °C, 300 rpm), los
sobrenadantes fueron separados mediante centrifugacién (14,500 rpm, 2 m) y utilizados para analizar

el contenido de azucares reductores totales por uno de los siguientes métodos.

4.10.3. Determinacion de azucares reductores mediante reduccién de DNSA

En presencia de azucares reductores (AR), el acido 3,5-dinitrosalicilico (DNSA) se reduce a
acido 3-amino-5-nitrosalicilico (ANSA), el cual en condiciones alcalinas exhibe una absorbancia

maxima a 540 nandmetros. La cuantificacion de AR fue determinada mezclando 0.08 mL del

sobrenadante con 0.2 mL de la solucidn alcalina de DNSA [1% de DNSA; 30% de tartrato de sodio y
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potasio; 0.4 M de NaOH]. Enseguida, la reaccion fue favorecida a 100 °C durante 15 min. Después de
1 min en hielo, la mezcla fue centrifugada (14,500 rpm, 2 min) y 0.2 mL del sobrenadante fueron
transferidos a una microplaca. Los registros de Ass fueron obtenidos utilizando el lector Microplate

Reader 680 (Biorad).

4.10.4. Determinacion de azucares reductores mediante reduccién de ferricianuro

En presencia de azucares reductores (AR), el ion ferricianuro [Fe(CN)s]* se reduce a ion
ferrocianuro [Fe(CN)s]*. En condiciones alcalinas, el ion ferricianuro exhibe una absorbancia maxima
a 405-415 nm, la cual disminuye cuando se reduce a ion ferrocianuro. La cuantificacion de AR fue
determinada mezclando 0.08 mL del sobrenadante con 0.2 mL de la solucién alcalina de ferricianuro
de potasio [15 mM de K;[Fe(CN)g]; 0.5 M de Na,COs]. Enseguida, la reaccién fue favorecida a 100 °C
durante 15 min. Después de 1 min en hielo, la mezcla fue centrifugada (14,500 rpm, 2 min) y 0.2 mL
del sobrenadante fueron transferidos a una microplaca. Los registros de Asis fueron obtenidos como

antes.

4.11. Tratamiento de datos y andlisis estadistico

Todos los experimentos fueron reproducidos al menos tres veces. Los datos o resultados que
mostraron evidencias de un sesgo no asociado a la hipdtesis; p. ej. error experimental, técnico, o
humano, fueron eliminados sin consideracion alguna. Los resultados de cada experimento fueron
expresados como media * desviacién estandar y su significancia fue analizada mediante ANOVAYy, de
ser necesario, con una prueba t. La significancia estadistica fue considerada cuando p < 0.05. Todos
los anadlisis estadisticos fueron realizados utilizando el paquete computacional GraphPad™ Prism® v

4.0.
4.12. Bioservidores y biocomputo

El servidor del Centro Nacional de Informacién en Biotecnologia (NCBI) de los Estados Unidos
de Norteamérica fue consultado periddicamente para obtencidon y analisis de secuencias

nucleotidicas y polipeptidica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Adicionalmente, algunos analisis

protedmicos fueron realizados usando los bioservidores del portal de recursos bioinformaticos
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ExPASy (https://www.expasy.org). Los plasmidos fueron construidos in silico usando los paquetes
computacionales del dominio publico Serial Cloner (http://serialbasics.free.fr) y SnapGene® Viewer
(http://www.snapgene.com). Los analisis densitométricos fueron realizados usando el programa

computacional del dominio publico ImageJ® (http://imagej.net).
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencién del pldsmido pESE

Inicialmente, se construyé un pldsmido de expresidn de proteinas en la superficie de E. coli,
basado en la fusidon Lpp-OmpA y usando el sistema de expresion pET (Novagen). La secuencia
codificante para la fusidon Lpp-OmpA fue amplificada a partir del plasmido pQSE (Anexo 1). Como se

observa en la Fig. 5A, un producto del tamafio esperado (669 pb) fue amplificado. Enseguida, fue

6.56
4.36

2.32
2.03

Fig. 5. Separacion de fragmentos de ADN en gel de agarosa al 1%, tefiido
con bromuro de etidio: (A) Producto de PCR Lpp-OmpA, y (B) plasmido pESE
lineal (digerido con Hindlll).

En cada gel, el carril de la izquierda corresponde al marcador de peso molecular (Kb).

insertado en el vector pET22b(+) (Anexo 2), bajo el control del promotor de la ARN polimerasa del
bacteriéfago T7 (T7-ARNpol). Como se muestra en la Fig. 5B, un plasmido del tamafio esperado (5991
pb) fue obtenido y denominado pESE (Fig. 6). La autenticidad del fragmento clonado fue verificada

mediante secuenciacion de ADN.

5.2. Obtencién del plasmido pESE-EACHT1c

Posteriormente, se construyd el plasmido para la expresidon de EhCHT1c en la superficie de E.

coli usando el sistema de expresiéon pESE (obtenido en este estudio y reserva del Laboratorio de
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Fig. 6. Representacion esquematica del
plasmido pESE.

Este vector contiene los origenes de
replicacion  ColEl (bacteriano) y f1
(bacteriofago), el promotor y terminador
del gen codificante para la ARN polimerasa
del bacteriéfago T7, la secuencia codificante
5991 bp para la fusion proteica Lpp-OmpA en fase
con la etiqueta molecular Myc y un
hexamero de histidinas (6xHis). Ademas,
contiene los genes codificantes para la -
lactamasa (resistencia a ampicilina) y el
represor de lactosa (lacl). En el panel
inferior se denotan los sitios de restriccion
utilizados para la clonacién molecular.

PESE

HindIII BamHI Xbal
e e e LI )
2001 2001 6001 8001

R Looomea-Mycsxiis I[N
I

Terminador T7 | Promotor T7
RBS LacO

Biotecnologia de la FCQI-UABC). La secuencia codificante para el péptido maduro de EhCHT1 fue
amplificada a partir del pldasmido pET22-EhCHIT82 (Anexo 3). Como se observa en la Fig. 7A, un
producto del tamafo esperado (1,256 pb) fue amplificado. Después, fue insertado en el plasmido

PESE, en fase con la fusidon Lpp-OmpA. Como se muestra en la Fig. 7B, un plasmido del tamafio

2.32
2.03

0.56

Fig. 7. Separacion de fragmentos de ADN en gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio: (A) Producto
de PCR EhCHT1c, y (B) plasmido pESE-EhCHT1c digerido con diferentes endonucleasas.

A la izquierda se indica el marcador de peso molecular (Kb). En (B), al pie de cada carril se muestra la talla esperada para
cada fragmento. 1, EcoRl; 2, Hindlll/Xbal; 3, BamHI/Hindlll; 4, BamHI/EcoRl; 5, EcoRI/HindIll; 6, EcoRl/Xbal.
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Fig. 8. Representacion esquematica del
plasmido pESE-EACHT1c.

Este vector conserva las caracteristicas
moleculares de su parental (pESE), con la
diferencia de que se ha insertado la
secuencia codificante EhCHT1c en fase con
la fusion Lpp-OmpA vy la etiqueta molecular
Myc, generando la fusién Lpp-OmpA-Myc-
EhCHT1c (panel inferior). Cabe destacar que
la insercidn ocasiond que el hexamero de
histidinas (6xHis) quede después del codén

S

6¢
ii\ 003
L

513193 ]

U6 13

PESE-EhCHT1c
7083 bp

de paro.
eee L)
500 1000 1500
i Lpp-O mpA-Myc-ERCHT1¢ IJ
Terminador T7 | | | Promator T7
6xHis RBS LacO

esperado (7,083 pb) fue obtenido; auin mas, la caracterizacion molecular mostré el patron de
fragmentos de restriccidén esperados. La autenticidad del segmento insertado fue verificada mediante

secuenciacidon de ADN. El plasmido obtenido fue nombrado pESE-EhCHT1c (Fig. 8).

5.3. Lpp-OmpA y Lpp-OmpA-EACHT1c se localizan en la membrana externa de E. coli

Primeramente, la expresion de las proteinas de fusién, Lpp-OmpA y Lpp-OmpA-EhACHT1c, fue
verificada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida de lisados totales de E. coli BL21 (DE3)
portadora de los plasmidos correspondientes. Como se indica en la Fig. 9, los cultivos inducidos
muestran la presencia de una proteina del tamafo esperado para cada fusion, 23.9 kDa para Lpp-
OmpA (pESE, carril [+]) y 63.5 kDa para Lpp-OmpA-EhCHT1c (pESE-EhRCHT1c, carril [+]) (sefialadas con
flechas blancas). Ademas, aparentemente, no se presenté fuga en la expresién, ya que no se
observaron las proteinas correspondientes en los cultivos no inducidos (carriles denotados como [-]).

Enseguida, la citolocalizacion de ambas fusiones fue determinada mediante inmuno-
deteccion. Cabe mencionar el plasmido pESE permite el etiquetado de proteinas con el epitope Myc,
presente en el C-terminal de OmpA y antes del sitio de clonaciones multiples. Para esto, lisados
bacterianos totales fueron preparados y fraccionados siguiendo un protocolo estandar [Yang et al.,
2008]. Las fracciones subcelulares colectadas, citosdlica-periplasmica (C/P), membrana interna (Ml),

y membrana externa (ME), fueron analizadas mediante inmuno-deteccién tipo western blot. Como se
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PTG [-] [+] [l [+]

Fig. 10. Andlisis de expresion de las fusiones
proteicas Lpp-OmpA y Lpp-OmpA-EhCHT1c en
lisados bacterianos de E. coli BL21 (DE3) portadora
de los plasmidos respectivos.

Separacién de proteinas en gel de poliacrilamida al 12%,
tefiido con azul de Coomassie. El carril de la izquierda
corresponde al marcador de peso molecular (kDa). Los
pldsmidos utilizados se muestran en la parte superior, en
tanto las condiciones de induccién en la parte inferior.
Las flechas en indican la fusidn proteica correspondiente.

PESE PESE-ERCHT1c

LBT C/P MI ME LBT C/P MI ME

Fig. 10. Analisis de la localizacion celular de las
fusiones proteicas Lpp-OmpA y Lpp-OmpA-
EhCHT1c en fracciones subcelulares de E. coli BL21
(DE3) portadora de los plasmidos respectivos.

Inmuno-reconocimiento tipo western blot de proteinas
separadas en gel de poliacrilamida al 12% vy electro-
transferidas a nitrocelulosa. El reconocimiento especifico
se realizé utilizando anticuerpos anti-Myc. En la izquierda
se denota el marcador de peso molecular (kDa). Los
plasmidos utilizados se muestran en la parte superior, en
tanto las condiciones de induccidn en la parte inferior.

muestra en la Fig. 10, la fusidn Lpp-OmpA fue localizada en la fraccién Ml, con restringida exportacion
hacia ME, lo que sugiere una aparente acumulacién en el primer compartimiento de la via de
secrecién bacteriana. Por otro lado, la fusidon Lpp-OmpA-EhCHT1c fue localizada en las fracciones Ml
y ME, en proporciones muy similares, lo que presume su expresion en la superficie celular, tal como
se esperaba. Ademas, cabe destacar que ninguna de las dos fusiones analizadas fue detectada en la

fraccidn C/P, lo que hace evidente su localizacién exclusiva en membrana celular.

5.4. La sobre-expresion de proteinas afecta la fisiologia bacteriana

En condiciones basales de expresidn proteica (sin inductor), los tres cultivos (E. coli BL21 (DE3)
transformada con pET22 b(+), pESE, o pESE-EhCHT1c) mostraron cinéticas de crecimiento con
tendencia tipica (tq = 33.7 min) (resultados no mostrados), lo que supone una fisiologia bacteriana
estable en esas condiciones. Por el contrario, las cinéticas de cultivo en condiciones de sobre-
expresion proteica (con inductor) exhibieron diversas tendencias, particularmente después de
suplementado el inductor, como se distingue en la Fig. 11. Durante la etapa de pre-induccién (0-120

min), los cultivos describieron una tendencia similar, con un tq (35.4 min) comparable con el valor
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Fig. 11. Andlisis de crecimiento de cultivos de E. coli BL21 (DE3) que despliega las fusiones proteicas Lpp-OmpA o Lpp-

OmpA-EhCHT1c.

Cinética de crecimiento bacteriano en medio LB-Amp: verde, pET22b(+); azul, pESE; negro, pESE-EhCHT1c. Cada punto representa
la media % E.E.M. La linea punteada indica el tiempo donde el inductor fue suplementado. Paneles: izquierdo, biomasa con respecto
al tiempo; derecho, logaritmo natural de la biomasa con respeto al tiempo.

calculado en condiciones basales. Sin
embargo, 30 min después de suplementado
el inductor, cada cultivo desarrollé una
tendencia completamente distinta: (i) el
cultivo que sobre-expresa T7-RNApol,
portador de pPET22b(+), alcanzé
tempranamente la fase estacionaria y se
mantuvo en ella hasta el final de la cinética,
(ii) el cultivo que sobre-expresa Lpp-OmpA,
portador de pESE, entrd subitamente a fase
de muerte celular y se mantuvo en ella
durante 120 min, inmediatamente después,
mostré una leve recuperacidn (ultimos 90
min), y (iii) el cultivo que sobre-expresa Lpp-
OmpA-EhCHT1c, portador de pESE-EhCHT1c,

se mantuvo en la fase exponencial pero con
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Fig. 12. Andlisis de viabilidad de E. coli BL21 (DE3) que
despliega la fusion Lpp-OmpA o Lpp-OmpA-EACHT1c.

Para cada cultivo, en el eje X se indica el plasmido correspondiente; en
tanto, en el eje Y se muestran los valores logaritmicos de la densidad
celular.
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una reduccién en su tasa de crecimiento (tq = 108 min).

Por otro lado, el analisis de viabilidad celular reveld resultados contrastantes, como se denota
en la Fig. 12. En condiciones fisiolégicas basales (sin inductor), los cultivos no mostraron diferencias
significativas (p >0.05), lo que concuerda con los resultados obtenidos anteriormente. Sin embargo,
en condiciones de sobre-expresion proteica (con inductor), las diferencias son significativas (p < 0.05),
y menores al comparar cada cultivo con su respectiva condicion basal (p < 0.01). Especificamente, el
cultivo que sobre-expresa a T7-ARNpol, portador de pET22b(+), registré una disminucion de su
viabilidad en 28%, lo cual es atribuible a la sobre-expresidn citosélica de esa proteina. Ademas, la
sobre-expresidn y localizacion en membrana de las proteinas Lpp-OmpA y Lpp-OmpA-EhRCHT1c
extendio el efecto negativo, ya que los cultivos que portan los correspondientes plasmidos, pESE y
PESE-EACHT1c, exhibieron un decremento de su viabilidad en 39 y 49%, respectivamente.

En conjunto, ambos resultados demuestran que la co-sobre-expresion de las proteinas (T7-
ARNpol/Lpp-OmpA o T7-ARNpol/Lpp-OpA-EhRCHT1c) localizadas en diferentes compartimientos
subcelulares (citosol y membrana externa), afectan la negativamente fisiologia bacteriana, alterando
la cinética de crecimiento y reduciendo la viabilidad celular. La Tabla 3 conjunta los resultados de

ambos analisis.

5.5. EhCHT1c desplegada en superficie de E. coli exhibe actividad endoquitinolitica

Inicialmente, se confirmé Ia

expresion funcional de EhCHT1c desplegada

Tabla 3. Resultados de andlisis de curvas de

n | rfici riana mediante | o : . )
€ a superficie bacteriana ediante la crecimiento y sobrevivencia (n = 3; media + E.E.M).

hidrélisis del 4-metilumbeliferil-B-D-

Curvas de crecimiento (post-induccion)

triacetilquitotriésido (4MUF-TAQT), el cual Plasmido tq (min) U (x103 min-)
es un sustrato fluorogénico tipicamente PET22b(+) ND ND

- . PESE ND ND
utilizado para evaluar la actividad DESE-ERCHT1C 108 6.418 + 0.014
endoquitinolitica. Brevemente, en

Viabilidad celular
condiciones estandar de reaccién, una Plasmido SI (x108 ufe/mL) CI (x10% ufc/ml)
quitinasa activa debe ser capaz de hidrolizar PET22b(+) 4.33+0.33 173.33+67.41
) _ ) PESE 7.00 +1.15 22.67+9.33

el sustrato y liberar 4-metilumbeliferona PESE-ERCHT1c 7.33+2.03 3.00 + 2.00

(4MUF' grupo sallente), el cual emite ND, no determinado; Sl, sin inductor; Cl, con inductor.
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fluorescencia (visible) cuando se excita con luz ultravioleta.

Como se observa en la Fig. 13, los pocillos de las reacciones
blanco (sin enzima) y control (con quitinasa bacteriana) emitieron la
minima y maxima fluorescencia, respectivamente, lo que demostré
que las condiciones del ensayo eran favorables para evaluar la
actividad enzimatica. Ademas, se verificd que los cultivos portadores
de plasmidos testigo (pET22b(+) y PpESE) no emiten sefal
fluorescente, lo que indicé que no existe actividad quitinolitica
enddégena en el fondo bioquimico-fisioldgico de estudio. Con estos
resultados como antecedentes, se comprobd que el cultivo portador
del plasmido pESE-EhCHT1c emite una sefial fluorescente moderada,
lo que demuestra que la quitinasa amibiana (EACHT1c) desplegada en
la superficie bacteriana es funcionalmente activa.

Adicionalmente, para obtener una aproximacién semi-cuant

blanco

control

pPET22b(+)

pESE

pESE-ERCHT1c

Fig. 14. Analisis cualitativo de la
actividad endoquitinolitica de
EhCHT1c desplegada en |la
superficie de E. coli BL21 (DE3).

itativa de la actividad catalitica,

se realizé una cinética de hidrdlisis del sustrato, utilizando células completas como sistema de

despliegue de EhCHT1c, y se analizé la fluorescencia mediante densitometria digital. Como se denota

,— Tiempo (h) —|

18000+

; PET22b(+)
140004 pESE
l ,': PESE-EACHT1c

o II.ICIO]

Densitometria (UR)
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[70.0
ET1.0
2.0
I 3.0
I 4.0

PESE-EhCHT1c

Fig. 13. Andlisis semi-cuantitativo de la cinética (0-4 h) de actividad endoquitinolitica de EnCHT1c desplegada en

superficie de E. coli BL21 (DE3).
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en la Fig. 14, los resultados presumen que la enzima activa alcanza niveles maximos en un tiempo
relativamente corto (1 h o menos), lo que sugiere que EACHT1c es funcionalmente eficiente en las

condiciones analizadas.

5.6. La solubilidad del sustrato es una limitante de la actividad quitinolitica de EhCHT1c

desplegada en superficie de E. coli

Finalmente, para valorar el potencial biotecnolégico de EhCHT1c desplegada en superficie
bacteriana, se realizaron ensayos utilizando como sustrato una preparacién “in-house” de quitina
coloidal (QC). La actividad quitinolitica fue determinada usando diferentes condiciones de pH,
concentracién de QC, y cantidad de células. Por otro lado, la determinacién de azlcares reductores
fue realizada usando dos ensayos de reduccidn: (i) DNSA, y (i) ferricianuro. Empleando las condiciones
previamente descritas para actividad endoquitinolitica (sustrato 4MUF-TAQT), los ensayos mostraron
resultados no consistentes ni reproducibles, lo que sugiere una baja disponibilidad del sustrato (QC).
Aln mas, este hecho fue mas notorio en la reaccién control (con quitinasa de S. marcescens), donde
también se observo ineficiencia catalitica, fortaleciendo la nocién que presume una baja solubilidad

del sustrato.
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6. DISCUSION

El despliegue de proteinas en superficie celular es una herramienta poderosa con amplio
rango de aplicaciones biotecnolégicas e industriales; p. ej. desarrollo de vacunas, tamizado de
librerias de péptidos, catdlisis en membrana celular, desarrollo de biosensores, y bioadsorcidn de
metales [Park et al., 2013]. Para un despliegue eficiente, se han desarrollado diferentes sistemas de
expresion, consistentes de una proteina de anclaje a membrana (que funciona como acarreadora de
una proteina efectora, que a la vez actiia como pasajera) y una célula hospedera [Han & Lee, 2014].

La eleccién de la proteina de anclaje es particularmente importante, ya que una eleccién
incorrecta puede ocasionar una desestabilizacién de la membrana celular y ocasionar defectos de
crecimiento [Francisco et al., 1992; Daugherty et al. 1999]. Muchos polipéptidos han sido utilizados
para desarrollar sistemas de anclaje y expresion, donde figuran las proteinas de membrana externa,
lipoproteinas, y auto-transportadores. Las proteinas de membrana externa, como FadL, LamB, OmpA,
OmpC, OmpF, OmpS, OprFm y PhoE, han sido utilizadas ampliamente para desplegar péptidos y
proteinas, incluyendo polipéptidos de bajo peso molecular, dominios proteicos, enzimas, receptores,
y anticuerpos [Park et al., 2013; van Bloois et al., 2011].

Un sistema tradicionalmente ddcil para la sobre-expresién de proteinas lo integran los
vectores de expresién pET, que portan el promotor de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7, y la
cepa BL21(DE3) de Escherichia coli, que contiene una copia gendémica de la secuencia codificante para
la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 bajo el control del promotor lacUV5 (una variante del promotor
lac, el cual es insensible a represion catabdlica y sélo es regulado por el represor Lacl). La mayoria de
los vectores pET emplean el promotor hibrido T7lacO, que combina la fuerza del promotor T7 y la
regulacion LacO-Lacl para reducir la fuga de expresidn en ausencia de inductor [Wagner et al., 2008].

En el presente estudio, se expresé activamente el dominio catalitico de la quitinasa amibiana
(EhCHT1) en la superficie de E. coli BL21(DE3), utilizando la fusion Lpp-OmpA como polipéptido de
anclaje en la membrana externa y el plasmido pET22b(+) como vector de expresion. A diferencia de
otros estudios reportados, se utilizdé un polipéptido Lpp-OmpA con 7 pasos transmembranales (B1-B7),
con el fin de brindar estabilidad estructural a la fusién completa, el cual fue disefiado exclusivamente
para los fines de este trabajo.

Inicialmente, el plasmido pESE fue obtenido mediante procedimientos de clonacién

molecular. Este pldsmido porta la fusiéon Lpp-OmpA-Myc-6xHis bajo el control del promotor T7lacO.
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Un par de etiquetas moleculares, Myc y 6xHis, fueron incluidas para fines de verificacion de la
expresion. La habilidad de conducir la sobre-expresion del polipéptido de fusidn y su insercién en
membrana fue comprobada mediante inmuno-deteccidn con anticuerpos anti-Myc; en tanto, su
efecto sobre la fisiologia bacteriana fue analizada mediante ensayos de crecimiento bacteriano y
viabilidad celular.

Como se esperaba, Lpp-OmpA fue expresada eficientemente (Fig. 9) y fue localizada como
destino final en membrana externa (Fig. 10). Sin embargo, aparentemente se retiene en membrana
interna, hecho que puede ser explicado como: (i) un artefacto del protocolo de fraccionamiento
subcelular, o bien (ii) una saturacion mediada por la sobre-expresion y la modificacion post-
traduccional que sufre el primer residuo de la fusidn, correspondiente a la cisteina N-terminal del
péptido maduro Lpp, el cual se ancla a lipidos de membrana [Hantke & Braun, 1973]. Por otro lado,
la sobre-expresiéon de Lpp-OmpA mostré un efecto negativo sobre la fisiologia bacteriana;
especificamente, afectando la rapidez de crecimiento (Fig. 11) y disminuyendo la viabilidad (Fig. 12),
lo que sugiere un efecto deletéreo por alteracién de la integridad de la membrana celular [Georgiou
etal., 1996].

Teniendo en consideracion lo anterior, se comprobd que Lpp-OmpA-EhACHT1c se expresa
adecuadamente (Fig. 9) y localiza en su destino final, la membrana externa (Fig. 10). Alin mas, fue
muy notoria la disminucidn (aparente) de la retencién en membrana interna, hecho que puede ser
explicado considerando que la biosintesis de un polipéptido de alto peso molecular puede condicionar
a un retraso en el mecanismo de secrecion, lo cual ofrece la temporalidad para alcanzar el destino
final con una reducida acumulacién en compartimientos previos. Sin embargo, prevalece la
posibilidad de que tales resultados sean el producto de un artefacto del procedimiento técnico. Por
otro lado, la sobre-expresion de Lpp-OmpA-EhRCHT1c también presentd un efecto deletéreo sobre la
fisiologia bacteriana, como era esperado; sin embargo, aunque causo una reduccién de la viabilidad
(Fig. 12), mostré una ligera recuperacion de la rapidez de crecimiento (Fig. 11), lo que apoya
(parcialmente) la nocidn que asocia la temporalidad que brinda la biosintesis de un polipéptido de
alto peso molecular y la rapidez del transporte de proteinas a través de la via de secrecidn.

No obstante, los estudios de funcionalidad enzimatica en membrana bacteriana demostraron
qgue EhCHT1c desplegada en la superficie de E. coli exhibe actividad endoquitinolitica sobre un
sustrato estandar (un triacetilquitotridsido fluorogénico) (Figuras 13 y 14), lo que indica el sistema
Lpp-OmpA (B1-B7) fue exitosamente adaptado para los fines del presente estudio. Sin embargo,

existen algunos detalles que demandan ser atendidos para mejorar este sistema de expresion y
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extender su aplicabilidad a otras enzimas o proteinas. Especificamente, para reducir el efecto

negativo de Lpp-OmpA sobre la fisiologia bacteriana, se recomienda utilizar:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(v)

un plasmido con un promotor nativo; p. ej. Lpp o OmpA, el cual promoverad niveles de
expresion similares a los funcionales in vivo;

una cepa de E. coli tolerante a toxicidad proteica; p. ej.,, C41(DE3) o C43(DE3) de
Lucigen, las cuales ha demostrado soportar adecuadamente la sobre-expresion de
proteinas;

una cepa de E. coli con expresion modulable de manera enddgena; p. ej., Tuner (DE3)
de Novagen, la cual mediante el control estricto de la entrada del IPTG (inductor) es
posible regular la expresion de la T7-ARNpol;

una cepa de E. coli con expresion modulable de manera exdgena (episomal); p. €j.,
Lemo21 (DE3) de New England Biolabs, la cual porta un pldsmido que expresa a la T7-
lisozima (inhibidor natural de T7-ARNpol) bajo el control del promotor de ramnosa
(el cual es estrictamente regulado por ramnosa); y

un plasmido para co-expresién basal de la T7-lisozima; p. ej. pLysS de Novagen, el cual
ha sido utilizado apropiadamente para sobre-expresiéon de proteinas en las cepas

BL21(DE3), C41(DE3), C43(DE3), y Tuner (DE3).

Adicionalmente, para establecer la factibilidad del sistema propuesto, EACHT1c desplegada

en superficie de E. coli, como biocatalizador con potencial biotecnoldgico es imperante demostrar su

capacidad de hidrolizar un sustrato complejo (p. ej. quitina). Basado en la experiencia generada en el

presente estudio, es importante garantizar la disponibilidad del sustrato; es decir, desarrollar un

protocolo que asegure un alto grado de quitina soluble. Finalmente, existen otras ideas que

prevalecen como posibles aplicaciones de la funcién ya comprobada (actividad endoquitinolitica); p.

ej., labiodegradacidn de sustratos solubles de bajo peso molecular, obtenidos por métodos quimicos,

para generar quito-oligosacaridos de interés médico-farmacéutico.

48



7. CONCLUSION

El dominio catalitico de la quitinasa amibiana (EhCHT1c) fue expresado activamente en la
superficie de la bacteria Escherichia coli BL21(DE3), utilizando un sistema acarreador Lpp-OmpA
regulado por la ARN polimerasa del bacteriéfago T7, demostrando su funcionalidad catalitica
(mediante la hidrdlisis de sustratos soluble de bajo peso molecular) y vislumbrando su potencial como

alternativa biotecnoldgica para la biodegradaciéon de quitina.
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ANEXOS

Anexo 1. Representacién esquemadtica del plasmido pQSE.

pPQSE
4043 bp

oo e eeo e
200 400 600 800
Promotor T5 | Lpp-OmpA Terminador A tO

LacO

Este vector contiene el origen de replicacion ColE1 (bacteriano), el promotor del bacteriéfago T5, el operador LacO, y terminador tO
del bacteriéfago 2, la secuencai codificante para la fusién Lpp-OmpA, un sitio de clonaciones mdltiples, y el gen codificante para -
lactamasa (resistencia a ampicilina). Cabe destacar que contiene el gen inactivo para la cloramfenicol acetiltransferasa (resistencia
a Cm). En el panel inferior se muestran las caracteristicas moleculares importantes para el proceso de subclonacién.
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Anexo 2. Representacion esquematica del plasmido pET22b(+).

pET22b(+)

5493 bp

HindIIX ‘Xbal
L ] LN )
1001 2007 3001 4007
Terminador T7 6xHis Secuencia Sefal PelB Promotor T7

Este vector contiene los origenes de replicacion ColE1 (bacteriano) y f1 (bacteriéfago), el promotor y terminador del gen codificante
para la ARN polimerasa del bacteriéfago T7, la secuencia codificante para el péptido lider PelB (exportacion al periplasma), un sitio
de clonaciones mudiltiples, y la secuencia codificante para un hexdmero de histidinas. Ademas, contiene los genes codificantes para
la B-lactamasa (resistencia a ampicilina) y el represor de lactosa (/acl). En el panel inferior se denotan los sitios de restriccion
utilizados para la clonacién molecular.
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Anexo 3. Representacién esquematica del pldsmido pET22-EACHIT82.

pET22-EhCHIT82
6957 bp

see e e
500 1000 1500
] (] PelB-ERCHT1 lG
Terminador T7 | | Promotor T7
6xHis LacO

Este vector contiene los origenes de replicacion ColE1 (bacteriano) y f1 (bacteriéfago), el promotor y terminador del gen codificante
para la ARN polimerasa del bacteriéfago T7, la secuencia codificante para la fusion PelB-EhCHIT (exportacidn al periplasma del
péptido maduro EhCHT1 nativo), y la secuencia codificante para un hexdmero de histidinas. Ademas, contiene los genes codificantes
para la B-lactamasa (resistencia a ampicilina) y el represor de lactosa (lacl). En el panel inferior se denotan las caracteristicas
importantes para la expresion proteica.
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