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B

Trx

Bromuro de etidio

Albumina sérica bovina
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Extracelular
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Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido
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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 enfermedad infectocontagiosa causada por una bacteria del
complejo Mycobacterium tuberculosis. Actualmente, la TB prevalece como un importante problema
de salud publica, ubicandose como una de las diez principales causas de mortalidad a nivel mundial.
En su reporte del afio 2016, la OMS estim6 10.4 millones de nuevos casos y reporto la identificacion
de més de 580 mil aislados clinicos resistentes a farmacos: alrededor de 480 mil multirresistentes
(TB-MR) y un poco méas de 100 mil resistentes a rifampicina (TB-RR). Desafortunadamente, la
constante aparicion de este tipo de cepas impide la reduccién de los indices de morbilidad y
mortalidad global®.

En México, la TB es prevalente en todo el territorio nacional, siendo los estados de Baja
California, Sonora y Nuevo Leon los que presentan mayores tazas de morbilidad y mortalidad. De
acuerdo con las cifras oficiales del Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades (CENAPRECE, Secretaria de Salud, México), Baja California reportd las mayores
tasas de morbilidad y mortalidad (por cada 100 mil habitantes): 57.9 (en 2016) y 7.1 (en 2015),

respectivamente, confirmandose como el estado con mayor incidencia en el pais?.

1.1.2. M. tuberculosis: ciclo biol6gico y patogénesis

La TB es una enfermedad cronica que afecta de manera comin a los pulmones y es causada
primordialmente por la bacteria M. tuberculosis (bacilo Gram-positivo). La enfermedad puede
desarrollar una fase latente, donde los pacientes infectados son asintomaticos. Sin embargo, cuando
las defensas del sistema inmune disminuyen, la bacteria tiene la oportunidad de propagarse y es
entonces cuando el paciente evoluciona hacia la fase activa. Algunos de los principales sintomas de
la enfermedad son: tos intensa, con sangre o esputo, debilidad, fatiga, escalofrios, fiebre, y sudores
nocturnos [NOM-006-SSA2-2013].

La patogénesis de la tuberculosis pulmonar se desarrolla en 4 etapas (Figura 1-1): la primera
inicia cuando las micobacterias infectan al huésped, principalmente por la inhalacién de

microparticulas cargadas del patdgeno, instalandose a lo largo de las vias respiratorias. La mayoria

1 WHO, World Health Organization. Global tuberculosis report 2016, http://www.who.int/tb/publications/global_report/en/.
2 CENAPRECE, http://www.cenaprece.salud.gob.mx/programas/interior/micobacteriosis/tuberculosis/cifras_oficiales.html.
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Figura 1-1. Esquema del ciclo de vida de Mycobacterium tuberculosis.

Imagen tomada de Cambier (2014). Los bacilos tuberculosos al entrar al organismo inician infectando
macrdéfagos y expandiéndose por medio de granulomas; una vez conseguido cierto nivel de maduraciony que
se presentan las condiciones adecuadas, comienzan el proceso de replicacién de forma extracelular;
expandiéndose asi cada vez mas, logrando transmitirse a otros hospederos por medio de microparticulas
expulsadas via oral al toser, estornudar o incluso hablar.

de los bacilos quedan atrapados en las vias aéreas superiores, donde se encuentran las células
caliciformes (encargadas de secretar moco y de remover cualquier particula adherida sobre su
superficie), siendo este el primer mecanismo de defensa [Knechel, 2009]. De sobrevivir a este, las
micobacterias se propagan hasta los alvéolos pulmonares, donde frecuentemente son eliminadas por
los macréfagos alveolares. Pero si logran resistir al ataque intracelular, se multiplican y alteran la
fisiologia del macréfago [Crevel et al., 2002]. También se cree que es posible que las micobacterias
sean fagocitadas por neumocitos alveolares epiteliales, los cuales se encuentran en mayor proporcién
gue los macrofagos [Smith, 2003].

En la segunda etapa, monocitos y otras células inflamatorias circulantes son atraidos hacia el
pulmén, donde los monocitos se diferencian en macréfagos y fagocitan a las micobacterias sin
eliminarlas. Contrariamente, las micobacterias se duplican y esos macréfagos (derivados de la sangre,
recientemente infectados) se acumulan, produciendo cierto dafio tisular [Crevel et al., 2002]. La
infeccion normalmente se concentra en el pulmén, formando granulomas (Figura 1-2), donde los
macréfagos activados y demas células rodean el sitio de la infeccidn para intentar limitar el dafio
tisular y asi restringir la diseminacion bacteriana [Forrellad et al., 2013].

Aproximadamente tres semanas posteriores a la infeccion, las células T comienzan a actuar.
Particularmente, los linfocitos T especificos del antigeno llegan y proliferan dentro de las primeras

lesiones, o tubérculos, y a la vez activan a los macréfagos para destruir las micobacterias (que se
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Figura 1-2. Proceso de formacion del granuloma tuberculoso.

Imagen tomada de Salgame (2011).

encuentran de forma intracelular), deteniendo el crecimiento de los bacilos. Este proceso es
considerado como la tercera etapa [Crevel et al., 2002]. Como resultado final, dentro del granuloma
derivado, algunos bacilos permanecen latentes, los cuales pueden persistir en ese estado durante
décadas, sin originar enfermedad clinica (esto es, como TB latente). Sin embargo, ante cualquier
condicion de inmunodepresion, las micobacterias en estado latente pueden activarse, replicarse y

extenderse, tanto al pulmdn como a otros tejidos [Forrellad et al., 2013].

1.1.3. Diagnostico y tratamiento de TB

En adultos, la baciloscopia permanece como la técnica de eleccion para el diagndstico rapido
de M. tuberculosis, ya que es simple y econémica. Por otro lado, el esputo es el espécimen clinico
considerado como la primera eleccion para el diagndstico de TB pulmonar. Para la TB extrapulmonar,
el tipo de espécimen depende del tejido o fluido donde se sospecha la infeccion y, regularmente,
requiere de procedimientos invasivos [Schito et al., 2015]. Para aumentar la sensibilidad del
diagndstica de TB, habitualmente la baciloscopia se acompafia de un cultivo, el cual permite la
caracterizacion molecular y bioquimica de la micobacteriana.

De manera adicional, algunas técnicas de imagen de torax se utilizan para valorar el grado de
la enfermedad; p. €j. la radiografia (mas comuan) o la radio-imagen digital (mas moderna). A futuro,
se preveén otras opciones, tales como la resonancia magnética nuclear, la tomografia computarizada,

y la tomografia por emision de positrones [Schito et al., 2015].
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En el afio 2010, la OMS convocd a un grupo de expertos para evaluar la eficacia del ensayo
conocido como “Xpert MTB/RIF”. Los resultados obtenidos indicaron mayor sensibilidad que la
baciloscopia (23% mayor para casos positivos) y, como beneficio adicional, la posibilidad de detectar
resistencia a rifampicina. Por lo tanto, se recomend6 como método seguro y eficaz para diagnostico
de TB [WHO, 2013].

La Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA2-2013, para la Prevencion y Control de la
Tuberculosis, indica el esquema de primera linea recomendado para casos nuevos, que consiste en la
administracion de 4 de antibi6ticos (Figura 1-3): isoniazida, rifampicina, pirazinamida, y etambutol,
durante un periodo de 6 meses. Ademas, para casos de abandono del tratamiento, recaida o
reconquista, sugiere reestablecer los farmacos de la primera linea e incluir a estreptomicina, durante
un periodo de 8 meses. Por otro lado, en caso de fracaso al tratamiento o retratamiento, recomienda
un esquema mixto con farmacos de primera y segunda linea, ajustado a las necesidades del paciente,

durante un periodo de 24 meses.

Cascs nuevos —

Retratamiento Primario (2 meses) *
Abandeno, Recaida o = Cinco firmacos, 1a. linea: 2HRZES/H HREZISHIR3ES
Reconquista

Estandarizado 2a. linea (24 meses)

Fracaso al tratamiento y =

retratamiento primario la.y2a lﬁggs‘a{ﬁ:‘ f; :'Lmo ﬁ": Gmi |-Eﬁ<- Pto, Cs,
, Cs,

Fracasc al

retratamiento ——p Retratamiento
estandarizado individualizado

Figura 1-3. Piramide de éxito en el tratamiento de la tuberculosis.

Imagen tomada de la Norma Oficial Mexicana NOM-006-SSA2-2013, Para la prevencion y control de la
tuberculosis (http://dof.gob.mx). DOF: 13/11/2013.

1.2. Plegamiento y secrecion de proteinas en procariotas

1.2.1. Plegamiento de proteinas
La estructura terciaria de una proteina esta determinada por la secuencia de aminoacidos. Sin
embargo, la estructura nativa y funcional esta definida por su conformacion espacial (Figura 1-4).
Diversos estudios sobre estabilidad y renaturalizacion sugieren que el plegamiento de una proteina es

dirigido en gran medida por los residuos que la conforman; es decir, por mas conformaciones
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Figura 1-4. Estados conformacionales y plegamiento de una proteina.

Imagen tomada de Munoz (2016). Cuando una proteina se sintetiza en el ribosoma, la cadena naciente se
mantiene tipicamente unida a chaperonas moleculares, que mantienen su estado desplegado hasta que
el proceso se completa y la cadena se libera (A). Después, la proteina se pliega de manera auténomay
reversible (repetidamente), estableciendo un equilibrio entre los estados desplegado (B) y plegado (C).
Este equilibrio conformacional es determinado por la funcién de la proteina, sea como mondmero o como
complejo macromolecular (D). El tiempo de vida media de la funciéon bioldgica es también controlado por
ese equilibrio, donde el estado desplegado es eliminado por una maquinaria especializada, p. €j.,
proteasoma (G). De igual manera, la formacidn transitoria de conformaciones parcialmente plegadas
puede conducir a eventos de plegamiento aberrante (E), los que a su vez pueden conducir a la formacion
de agregados proteicos toxicos, p. ej., amiloides (F).

aleatorias o casuales gque se puedan adquirir, existen vias de plegamiento definidas que conducen a la
proteina hacia su conformacién nativa [Voet et al., 2016].

La conformacion de una proteina puede ser favorecida por las condiciones ambientales
circundantes; ya que le ayudan a mantener una estructura termodindmicamente estable (nativa).
Ademas, se piensa que las proteinas nativas poseen nucleos hidrofébicos compactos, por lo que es
probable que aporten la fuerza impulsora para su plegamiento. Por otro lado, la formacion de enlaces
disulfuro estabiliza la conformacién nativa. Con esto, una proteina que es incapaz de mantener su

conformacion nativa se le denomina desnaturalizada [Nelson & Cox, 2015; Voet et al., 2016].

1.2.2. Magquinaria celular de plegamiento
In vivo, el plegamiento de proteinas requiere de un mecanismo rapido y eficiente que no

demande un gasto de energia excesivo. Para esto, las células contienen una maquinaria altamente
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especializada de proteinas «chaperonas» que aumentan la probabilidad de que un polipéptido
adquiera su estructura nativa, principalmente mediante union a polipéptidos no plegados,
parcialmente plegados, o incorrectamente plegados, impidiendo su aglomeracién y favoreciendo su
correcto plegamiento [Watson et al., 2014]. Para su estudio, las proteinas chaperonas se han
clasificado en dos familias:

(1) Chaperonas moleculares, una familia muy amplia y diversa, que se unen a sus clientes
polipeptidicos (en estados estructurales no nativos e inestables) y asisten el plegamiento de
una manera dependiente de energia. En procariotas y eucariotas, la subfamilia de proteinas
de respuesta a choque térmico (Hsp) es la més estudiada (p. ej., DnaK/Hsp70 y GroE/Hsp60).

(2) Plegasas (enzimas del plegamiento), que catalizan modificaciones post-traduccionales de
polipéptidos, tal como la formacién y rearreglo de enlaces disulfuro (p. €j., PDI en eucariotas
y Dsb en procariotas) o la isomerizacion cis/trans de residuos de prolina (p. ej., PPl en
eucariotas y SurA en procariotas).

1.2.3. Secrecion de proteinas

En células eucariotas, la secrecidn de proteinas inicia a nivel de la sintesis en el ribosoma.
Cuando los primeros 20-30 residuos del extremo N-terminal (péptido sefial) emergen, la particula de
reconocimiento de la sefial (SRP) se une al polipéptido naciente, mediante interacciones hidrofébicas,
y arresta la elongacién. Enseguida, la SRP dirige al complejo ribosoma-polipéptido hacia el reticulo
endoplasmico (RE) y, mediante interaccién con su receptor (SRPR), transfiere el polipéptido naciente
al complejo de translocacion del RE. Inmediatamente, la SRP se disocia por completo y la sintesis
del polipéptido se reanuda, favoreciendo su importacion hacia el lumen del RE. Una vez dentro, el
polipéptido es plegado y, simultdneamente, puede ser sujeto de diferentes modificaciones post-
traduccionales (p. €j., formacion y rearreglo de enlaces disulfuro, isomerizacion cis/trans de residuos
de prolina, o glicosilacion de residuos de asparagina) como parte del proceso de maduracion.
Posteriormente, la proteina correctamente plegada es transportada hacia al complejo de Golgi, a través
de un sistema especializado de vesiculas, donde experimenta modificaciones adicionales que definen
su destino final [Nelson & Cox, 2005].

En células procariotas (p. ej. Escherichia coli), el mecanismo de secrecién mejor conocido es
mediado por las proteinas Sec (Figura 1-5). Después de la traduccion, los polipéptidos sufren un
plegamiento lento, ya que su N-terminal se los impide. A este nivel, la chaperona SecB se une a la
secuencia sefial (N-terminal) y transporta al polipéptido hacia la membrana citoplasmica, donde

interacciona con SecA (una proteina asociada a la superficie interna de la membrana que acttia como
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Figura 1-5. Modelo de exportacidn de proteinas en bacterias.

Imagen tomada de Nelson y Cox (2005).

receptor y ATPasa de translocacion) y libera al polipéptido. Enseguida, el complejo de translocacion
de membrana SecY/E/G facilita su exportacién del citosol [Nelson & Cox, 2005].

En bacterias Gram-negativas, las proteinas secretadas maduran en el compartimiento
periplasmico (con asistencia del medio ambiente oxidante y la participacion de diferentes
chaperonas); en cambio, en bacterias Gram-positivas (que carecen de tal compartimento), las
proteinas secretadas maduran en un ambiente no regulado, circundado por la pared celular [Daniels
et al., 2010].

1.3. Familia de proteinas Dsb en bacterias

1.3.1. Dsb en Gram-negativas

En bacterias Gram-negativas, algunas proteinas secretadas requieren de la formacién correcta
de enlaces disulfuro para adoptar una conformacion apropiada (nativa y estable). En el citosol, esas
proteinas se encuentran de forma reducida (susceptibles a degradacion); sin embargo, después de su
translocacion al interior del periplasma, el ambiente oxidante y la intervencion de la maquinaria de
proteinas Dsb favorecen su plegamiento oxidativo [Lasica & Jagisztyn-Krynicka, 2007].

En E. coli, la plegasa periplasmica DsbA contribuye en la formacién de enlaces disulfuro
(oxidacion) de polipéptidos recién translocados; por su parte, la plegasa periplasmica DsbC es

responsable de rearreglar los enlaces disulfuros formados de manera incorrecta (isomerasa), por el
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ambiente oxidante o por error de DsbA. El correcto funcionamiento de DsbA y DsbC es asegurado
por las proteinas de membrana DsbB y DsbD, respectivamente: DsbB reoxida a DsbA, mientras que
DsbD mantiene reducida a DsbC [Bocian-Ostrzycka et al., 2017].

Aunque se demostré gue las proteinas Dsh no son importantes para el crecimiento bacteriano,
se comprobd que son esenciales para la patogénesis de Salmonella enterica, Shigella flexneri,
Yersinia pestis, Bordetella pertussis, y Pseudomonas aeruginosa, las cuales secretan factores de
virulencia que contienen enlaces disulfuro [Daniels et al., 2010]. Inclusive, se report6 que la proteina
ortologa a DsbA es requerida para el plegamiento apropiado de proteinas del pili y toxinas, entre otras
[Reardon-Robinson & Ton-That, 2016].

1.3.2. Dsb en Gram-positivas

En bacterias Gram-positivas, el mecanismo de plegamiento oxidativo de proteinas no se ha
estudiado con tanta amplitud, principalmente por la ausencia de un compartimiento funcionalmente
equivalente al periplasma [Daniels et al., 2010; Reardon-Robinson et al., 2016]. Sin embargo, se
piensa que las proteinas secretadas se asocian a la pared celular o se liberan al ambiente extracelular
[Goulding et al., 2003].

En la bacteria M. tuberculosis existen dos sistemas distintos de proteinas Dsb: uno formado
por dos proteinas periféricas (MtDsbE y MtDsbF) y una transmembranal (MtDsbD), y otro
compuesto por una proteina de membrana (MtVKOR, parecida a un vitamina K epdxido reductasa)

y una proteina integral (MtDsbA, homologa de proteinas DsbA) [Chim et al., 2013].

1.4. La proteina DsbA de M. tuberculosis

1.4.1. Gen, proteina y funcién

El gen Rv2969c de M. tuberculosis codifica para un polipéptido, de 255 residuos de
aminoacidos, con alta homologia a proteinas DsbA. Los primeros estudios de localizacion
confirmaron que MtDsbA corresponde a una proteina anclada a la membrana bacteriana. Ademas, se
ha propuesto como diana terapéutica para el desarrollo de una clase nueva de farmacos anti-
tuberculosis [Patarroyo et al., 2008; Wang et al., 2013].

El analisis de la secuencia primaria predice un péptido sefial en el extremo N-terminal
(primeros 19 residuos), que le facilita su translacion hacia la membrana citoplasmica, seguido de un
paso transmembrana (residuos 20-42), que le permite anclarse a la membrana bacteriana, y una region
extracelular (EC) en el extremo C-terminal (residuos 43-255), que contiene un dominio a tiorredoxina
(con su respectivo motivo catalitico CPAC, residuos 89-92) [Chim et al, 2013; Wang et al., 2013].
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La estructura de la region EC ya fue resuelta
(Figura 1-6) y se subdivide en dos dominios:
tiorredoxina (azul) y a-helicoidal (rosa) [Wang et
al., 2013].

El modelo propuesto para la funcion
fisioldgica de MtDsbA se muestra en la Figura 1-
7. Inicialmente, MtDsbAox «oxidada» reacciona
con el sustrato reducido (A), formando un enlace
disulfuro MtDsbA-sustrato intermediario (B);
esta reaccién es rapida y la unién se resuelve
mediante un ataque hidrolitico: tiol libre del
sustrato hacia el enlace intermediario, rindiendo
el sustrato oxidado y MtDsbAgep «reducida» (C);
finalmente, MtDsbArep es reoxidada por accion
de MtVKOR (D) [Luong et al., 2017; Premkumar
etal., 2013].

1.4.2. Diana terapéutica

La caracterizacion de los factores
moleculares que intervienen en los procesos
celulares de plegamiento oxidativo de proteinas
representa la primera fase para la investigacion
de posibles dianas terapéuticas. De manera
especifica, el estudio de la relacién estructura-
funcién de chaperonas bacterianas es esencial
para la blsqueda y desarrollo de nuevos
antibidticos dirigidos a controlar infecciones de
interés biomédico.

Mediante una prediccion, se estimé que
aproximadamente el 60% de las proteinas
secretadas por M. tuberculosis poseen enlaces
disulfuro y participan en diversas funciones
celulares, incluyendo virulencia y mantenimiento

de la pared celular, que le perminten sobrevivir a

Helical
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Figura 1-6. Estructura de Ila regidn
extracelular de la proteina DsbA de M.
tuberculosis.

Imagen tomada de Wang (2013).
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Figura 1-7. Modelo de ciclo catalitico
propuesto para la formacion de enlaces
disulfuro asistido por MtDsbA y MtVKOR.
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las condiciones adversas del ambiente intracelular propiciado por la célula hospedera; por lo tanto, es
factible suponer que dependen de un plegamiento oxidativo correcto, el cual es asistido o facilitado
por plegasas (p. €j., oxidorreductasas Dsb) [Chim et al, 2013; Goulding et al, 2003; Premkumar et al,
2013].

En consideracion al papel funcional de las proteinas DsbA, y los estudios in vitro reportados
a la fecha, se propone que la caracterizacién bioquimica in vivo de la plegasa MtDsbA rendira
conocimientos basicos que serviran como plataforma para el disefio o desarrollo de nuevas

alternativas terapéuticas para el tratamiento de la tuberculosis.

1.5. E. coli como modelo bacteriano

1.5.1. Genéticay fisiologia
La bacteria E. coli es extensamente utilizada como organismo modelo en muchos protocolos
de investigacion. Es un bacilo Gram-negativo, aerobio facultativo y termoéfilo, que habita el intestino
de mamiferos. Por otro lado, la secuenciaciéon de su genoma reveld una gran diversidad genética y
una amplia asociacion fenotipica, lo que facilita su manipulacion en ambos niveles celulares [Blount,
2015].

1.5.2. Compartimientos subcelulares

Al igual que otras bacterias Gram-negativas, E. coli posee dos barreras celulares: la
membrana interna (M), que se encuentra en contacto directo con el citoplasma; y la membrana
externa (ME), que constituye la interfase entre el ambiente intracelular y el medio extracelular.

Ademas del citoplasma, E. coli contiene otro compartimiento subcelular: el periplasma,
espacio ubicado entre las dos membranas (M1 y ME). Alrededor de 400 proteinas son dirigidas hacia
el periplasma con la intencion de facilitar diversas funciones fisioldgicas, p. €j., el plegamiento
proteico. Ademas, su ambiente oxidante y la presencia de oxidorreductasas periplasmicas, favorece
la formacién y rearreglo de enlaces disulfuros en polipéptidos residentes o en transito hacia el medio
extracelular [Arts et al., 2015].

1.5.3. Sistemas de expresién heteréloga
El desarrollo de la ingenieria genética, y los avances biotecnoldgicos asociados, han
promovido la generacion de diversos protocolos de produccién recombinante de proteinas empleando
sistemas de expresion heteréloga de facil cultivo, rapido crecimiento y alta produccion (p. €j., bacteria

y levadura). Por sus caracteristicas genéticas, bioquimicas y fisiologicas, E. coli representa un sistema
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idoneo para la produccion recombinante de proteinas [Merck, 2018]. Ademas, el conocimiento de la
regulacion genética y metabolismo de lactosa (operon lac) ofrece la ventaja técnica de un sistema de
expresion inducible; esto es, usando plasmidos recombinantes portadores del gen de interés bajo el
control del promotor del operdn de lactosa (PLac) es factible promover la sobreexpresion de proteinas

usando analogos de lactosa (p. €j., IPTG) [Blount, 2015].

1.5.4. DsbA como plegasa del periplasma bacteriano

La oxidorreductasa periplasmica DsbA es la plegasa con mayor capacidad oxidante en el
periplasma de E. coli. De manera interesante, las mutaciones DsbA de E. coli (EcDsbA) causan
efectos pleiotrépicos en la formacion correcta de enlaces disulfuro de diferentes sustratos, tales como
disminucién de la motilidad celular, reduccidn de la actividad de la fosfatasa alcalina periplasmica, y
sensibilidad al agente reductor ditiotreitol (DTT) [Rietsch et al., 1996]. Esta linealidad
genotipo—fenotipo se ha utilizado ampliamente para valorar la funcionalidad de proteinas
homologas, sugiriendo que las funciones oxidorreductoras de la plegasa DsbA se conservan en

diferentes organismos [Jonda et al., 1999].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

MtDsbA es una plegasa con actividad disulfuro oxidasa capaz de complementar la mutacion

DsbA en E. coli y reestablecer la actividad de la fosfatasa alcalina periplasmica.

2.2. Objetivo general

Evaluar la actividad disulfuro oxidasa de la plegasa DsbA de M. tuberculosis (MtDsbA)
mediante un ensayo de complementacion funcional de la mutacién DsbA en E. coli y determinacion

de la actividad de fosfatasa alcalina periplasmica.

2.3. Objetivos especificos

1. Obtener el plasmido pBPelB-MtDsbA-Myc, que expresa la proteina recombinante etiquetada con
un epitope c-Myc bajo el control del promotor PLac y la localizacion hacia el periplasma
bacteriano, mediante técnicas tipicas de clonacién molecular.

2. Detectar la expresion de MtDsbA recombinante en E. coli JCB571 portadora del plasmido
pBPelB-MtDsbA-Myc mediante inmuno-reconocimiento en lisados bacterianos totales.

3. Determinar la actividad disulfuro oxidasa de MtDsbA mediante un ensayo de complementacion
funcional de E. coli JCB571 y evaluacion de la actividad de fosfatasa alcalina periplasmica.

4. Valorar el papel operacional de la actividad disulfuro oxidasa de la proteina DsbA de M.
tuberculosis, mediante un analisis comparativo simple con su homéloga de E. coli, durante el

replegamiento oxidativo in vivo de una enzima dependiente de DsbA.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos bioldgicos y quimicos

3.1.1. Reactivos quimicos y bioquimicos

Amresco: cloruro de sodio (NaCl). Becton Dickinson: agar bacteriol6gico, extracto de
levadura, triptona. Biorad: agarosa, acrilamida/bis-acrilamida (solucion al 30 %), azul brillante de
Coomassie. 1Bl Scientific: Tris (tris[hidroximetilJaminometano). Nestlé: leche en polvo (Svelty™),
New England Biolabs: solucion 10 mM de deoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs),
amortiguador NEB2 (10X), albimina sérica bovina (BSA 100X) a 10 mg/mL. Productos Quimicos
Monterrey: cloruro de calcio (CaCly). Shelton Scientific: glicerol. Sigma: ampicilina, 2-
mercaptoetanol, bromuro de etidio (BrEt), dimetilsulfoxido (DMSO), dodecil sulfato de sodio (SDS),

kanamicina, isopropanol, tetraciclina, Tween-20.

3.1.2. Enzimasy anticuerpos
Agilent: polimerasa de ADN de Pyrococcus furiosus (Pfu ADN-pol) y su solucion
amortiguadora (10X). New England Biolabs: endonucleasas: Xbal y Xhol, ligasa de ADN del
bacteriéfago T4 (T4 ADN-ligasa) y su solucién amortiguadora (10X). Qiagen: solucién maestra 2X
Taqg Mix. Rockland: anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra IgG de rat6n y acoplado a fosfatasa

alcalina (AP/anti-1gG). Sigma: anticuerpo monoclonal de raton dirigido contra c-Myc (anti-Myc).

3.1.3. Estuches comerciales
Los fragmentos de digestién de ADN y los productos de PCR se purificaron con el estuche
QIlAquick PCR Purification Kit, los fragmentos de ADN se extrajeron a partir de gel de agarosa con
el estuche QlAquick Gel Extraction Kit, el ADN plasmidico se purificé con el estuche QlAprep Spin
MiniPrep Kit; todos de Qiagen. Las reacciones de inmuno-reconocimiento (Western Blot) se

revelaron con el estuche AP Conjugate Substrate Kit de Biorad.

3.2. Bacterias y medios de cultivo

Las cepas de E. coli utilizadas en el presente proyecto se enlistan en la Tabla 3-1. ER2738,
como hospedera en los protocolos tipicos de clonacién molecular; y JCB570 y JCB571, como

hospederas en los procedimientos de expresion proteica y complementacion funcional.
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Tabla 3-1. Cepas de E. coli utilizadas en el estudio.

Cepa Genotipo Nomenclatura Fuente

ER2738 F'proA+B+ laclq A(lacZ)M15 zzf::Tn10(TetR)/fhuA2 ginV A(lac-proAB) thi-1 silvestre: dsbA* New England
A(hsdS-mcrB)5 Biolabs

JCB570 araD139 A(araABC-leu)7679 galU galK A(lac)X74 rpsL thi phoR silvestre: dsbA* Bardwell, 1991
zih-12::Tn10(TetR)

JCB571 JCB570 dsbA::kan mutante: dsbA Bardwell, 1991

Las células bacterianas se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) liquido (1% de triptona;
0.5% de extracto de levadura; 1% de NaCl) o sélido (LB liquido + 1.7% de agar bacteriol6gico). Los
medios LB se suplementaron con los antibiéticos ampicilina (0.15 mg/mL), tetraciclina (0.015
mg/mL), o kanamicina (0.025 mg/mL), de acuerdo con la selectividad requerida en cada experimento.
Las bacterias transformadas por choque térmico se recuperaron en medio 2X YT (1.6% de triptona;
1% de extracto de levadura; 0.5% de NaCl) [Sambrook et al., 2001].

3.3. Plasmidos

El plasmido recombinante pET22b(+)/MtDsbA, derivado del vector comercial pET22b(+)
(Novagen), contiene la secuencia codificante para la region EC de MtDsbA, en fase con las secuencias
PelB (N-terminal) y 6xHis (C-terminal), bajo el control del promotor de la polimerasa de ARN del
bacteri6fago T7 (T7 ARN-pol) [Madero Ayala, 2016]. El plasmido recombinante pBPelB-BHX-Myc,
derivado del vector comercial pBluescript SK(-) (pBSSK(-); Stratagene), contiene las secuencias de
reconocimiento para las endonucleasas BamHI-HindI11-Xhol, ubicadas entre la secuencia sefial PelB
(N-terminal) y la etiqueta molecular c-Myc (C-terminal), bajo el control del promotor PLac [Ramos
MA, comunicacion personal]. El plasmido recombinante pBEcDsbA contiene la secuencia
codificante para la proteina completa DsbA de E. coli, insertada en los sitios Xbal y Hindlll del
plasmido comercial pBSSK(-), bajo el control del promotor PLac [Mares RE y Ramos MA,
comunicacion personal]. Todos los plasmidos se obtuvieron de la reserva de reactivos biolégicos del

Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria (UABC).

3.4. Equipoy programas computacionales

Las amplificaciones (PCR) se realizaron en un termociclador Gradient Thermal Cycler
Multigene (Labnet International, Inc.). Los fragmentos de ADN, separados mediante electroforesis

en gel de agarosa y tefiidos con BrEt, se visualizaron y documentaron en un fotodocumentador Gel
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Doc™ EZ Imager (Biorad). Las células bacterianas se cultivaron en una incubadora de temperatura
y agitacion controlada Incubator Shaker Series 25 (New Brunswick Scientific Co.). Las incubaciones
en microtubo se realizaron en un termobloque Digital Dry Block Heater (VWR). Las fracciones
celulares se obtuvieron usando las microcentrifugas Biofuge Fresco (Heraeus) y MiniSpin Plus
(Eppendorf). Los lisados bacterianos se realizaron en un homogenizador Disruptor Genie (Scientific
Industries Inc.). Las lecturas y registros colorimétricos en microplaca se realizaron en el
espectrofotometro Microplate Reader 680 (Biorad). Los plasmidos fueron construidos in silico
usando programas computacionales del dominio publico: Serial Cloner (http://serialbasics.free.fr) y

SnapGene® Viewer (http://www.snapgene.com).

3.5. Protocolos generales

3.5.1. Electroforesis de ADN en gel de agarosa
Los fragmentos de ADN se separaron, de acuerdo con su talla molecular, mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Las muestras se prepararon mezclando 10 partes de la solucion
de ADN con 1 parte de solucion amortiguadora de carga (10X: 0.25% de azul de bromofenol; 0.25%
de azul de xilencianol; 30% de glicerol): enseguida, se cargaron en gel de agarosa (sumergido en
solucién amortiguadora 1X TAE) suplementado con BrEt (en 1X TAE). La separacion electroforética

se realiz6 a 100 volts (30-45 min). Una vez concluida, el gel se analiz6 en fotodocumentador.

3.5.2. Preparacion de bacterias competentes
Las células bacterianas competentes se prepararon de acuerdo con el protocolo estandar del
laboratorio [Sambrook et al., 2001], siempre manteniendo al maximo las condiciones estériles y de
baja temperatura (4-10 °C). La pastilla bacteriana de 1 mL de cultivo (DOgso = 0.5 + 0.1) se obtuvo
mediante centrifugacion (12,000 rpm; 2 min). Después de dos lavados, el primero con 0.5 mL de agua
destilada y el segundo con 0.5 mL de CaCl; a 100 mM «ambos favorecidos por resuspension manual,
incubacion en hielo (5 min), y centrifugacion fria (5,000 rpm; 5 min; 10 °C)», la pastilla bacteriana

se resuspendié en 0.1 mL de CaCl, a 100 mM y se incubd en hielo (5 min).

3.5.3. Transformacion bacteriana
La muestra de ADN (2 uL: ligacion o plasmido) se agreg6 al microtubo conteniendo 0.1 mL
de la suspension de bacterias competentes. Después de 30 min de incubacién en hielo, la mezcla
bacteria/ADN se someti6 a un protocolo tipico de choque térmico: 1.5 min a 42 °C seguidos de 5 min

en hielo. De manera inmediata, las bacterias se recuperaron en medio 2X YT (1 mL) mediante
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incubacion a 37 °C durante 1 h. Las transformantes estables se seleccionaron en LB suplementado

con el(los) antibio6tico(s) apropiado(s), mediante crecimiento a 37 °C durante 14-16 h.

3.5.4. Mini-ensayo de expresion de proteinas

La expresién proteica se llevd a cabo usando subcultivos de las bacterias que portan el
plasmido de interés. Un cultivo joven (2 mL; LB liquido suplementado con antibidticos de seleccién)
se obtuvo mediante proliferacién a 37 °C (12-14 h; 300 rpm). Al dia siguiente, se preparo el subcultivo
a mini-escala (3 mL) mediante dilucién 1:100 en medio selectivo. La etapa de pre-induccion se realiz
durante 2 h de cultivo (37 °C; 300 rpm). Enseguida, la expresion proteica se estimulé con la adicién
del inductor (IPTG) a una concentracién final de 0.5 mM. De manera adicional, la sobreexpresion se
permitié durante 4 h de cultivo (37 °C; 300 rpm). La pastilla celular (1 mL) se obtuvo mediante
centrifugacion (12,000 rpm; 2 min) y se preservé en congelacion hasta su uso.

3.5.5. Electroforesis de proteinas en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas bacterianas se separaron, de acuerdo con su talla molecular, mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 13.5%. Las muestras de proteinas totales se prepararon
de la siguiente manera: la pastilla celular se resuspendi6 en 0.1 mL de agua destilada y se mezcl6 con
0.1 mL de solucidn de carga 2X para SDS-PAGE en condiciones reductoras (10% de glicerol; 2.5%
de SDS; 5% de 2-mercaptoetanol; 0.002% azul de bromofenol; 50 mM de Tris-HCI, pH 6.8). La lisis
bacteriana se favorecié mediante disrupcién celular a 3,000 rpm (5 min) y la desnaturalizacién
irreversible de proteinas mediante incubacién a 95-100 °C (10 min). Alicuotas de 10 pL se cargaron
en un gel de SDS-poliacrilamida al 13.5%. La separacion electroforética procedi6 en 2 etapas: una a
80 volts, durante el paso de la muestra a través del gel concentrador (20-30 min), y otra a 120 volts,
durante el paso de la muestra a través del gel separador (60-90 min). El gel se tifié con solucién AA-
CBB (25% de isopropanol; 10% de &cido acético; 0.2% de azul brillante de Coomassie) durante 1-4

h y se destifié con solucién AA (10% de isopropanol; 10% de &cido acético) durante 12-18 h.

3.5.6. Ensayo de inmuno-reconocimiento (Western Blot)

El inmuno-reconocimiento de proteinas etiquetadas con c-Myc se realiz6 siguiendo un
protocolo estandar de Western Blot. De manera inicial, las muestras proteicas se separaron mediante
SDS-PAGE. Enseguida, las proteinas se electro-transfirieron a una membrana de nitrocelulosa usando
el sistema Criterion™ Blotter (Biorad) siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante.
Posteriormente, la membrana se bloque6 durante la noche (12-16 h) con una solucién de leche
Svelty™ al 5% (en soluciéon TBST: 0.1 M de Tris-HCI, pH 8.0; 0.15 M de NaCl; 0.05% de Tween-
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20). De manera previa a cada reconocimiento, la membrana se lavo 3 veces (10 min cada vez) con la
solucion TBST. Cada reconocimiento se realizé durante 1 h. Primario: anticuerpo monoclonal anti-
Myc (1:5,000 en TBST). Secundario: anticuerpo policlonal AP/anti-lIgG (1:5,000 en TBST). Después
de 3 lavados (tal como antes), el reconocimiento indirecto se revelé con un estuche comercial

siguiendo las instrucciones del proveedor.

3.6. Construccion del plasmido pBPelB-MtDsbA-Myc

3.6.1. Amplificacion de PelB-MtDsbA-6xHis

El fragmento PelB-MtDsbA-6xHis (correspondiente a la fusidn de la secuencia sefial de PelB,
la region extracelular de la proteina DsbA de M. tuberculosis, y la etiqueta molecular 6xHis) se
amplifico mediante PCR de alta fidelidad. La mezcla de reaccion (0.05 mL) se preparé en solucion
amortiguadora 1X para Pfu ADN-pol conteniendo 20 picomoles de cada oligonuclettido (T7: 5'- taa
tac gac tca cta tag ggg- 3°; T7_RV: 5 - ccg ttt aga ggc ccc aag ggg tta tgc tag -37), 0.2 mM de dNTPs,
2% de DMSO, 2-4 ng de pET22(+)/MtDsbA, y 2.5 U de Pfu ADN-pol. Condiciones de termociclado:
1 ciclo de desnaturalizacion inicial (2 min a 94 °C); 45 ciclos de amplificacién exponencial (20 seg a
94 °C, 20 seg a 50 °C, 60 seg a 72 °C); y 1 ciclo de extension final (7 min a 72 °C). Al finalizar, se
mantuvo a 12 °C hasta ser retirado del termociclador. La amplificacion se verifico mediante
electroforesis de ADN en gel de agarosa.

3.6.2. Preparacion del vector y el inserto

El vector y el inserto se obtuvieron mediante digestion del plasmido pBPelB-BHX-Myc y del
producto de PCR PelB-MtDsbA-6xHis con las endonucleasas Xbal y Xhol. Las mezclas de reaccion
(20 pL) se prepararon en solucion amortiguadora 1X NEB2 conteniendo 0.1 mg/mL de BSA, 1-2 ug
de ADN, y 10 U de cada endonucleasa (Xbal y Xhol). Las condiciones de digestién se llevaron a
cabo siguiendo las recomendaciones del proveedor (2 h a 37°C). De manera paralela, el vector fue
defosforilado suplementado 1 pL de fosfatasa alcalina (bCIP) a los 90 min del transcurso de digestion.
Los fragmentos se purificaron usando un estuche comercial, siguiendo el protocolo proporcionado

por el fabricante, y se analizaron mediante electroforesis de ADN en gel de agarosa.

3.6.3. Ligacién y obtencion de pBPelB-MtDsbA-Myc
El vector (pB-/Xbal//Xhol/-Myc, defosforilado) y el inserto (/Xbal/-PelB-MtDsbA-/Xhol/)
se ligaron por accién de la ligasa de ADN del bacteriéfago T4 (T4 DNA-ligasa). La mezcla de

reaccion (10 pL) se prepar6 en solucion amortiguadora 1X de T4 DNA-ligasa conteniendo 7pL del
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inserto, 1L del vector, y 400 U de T4 ADN-ligasa. La ligacion se llevé a cabo en condiciones tipicas
(14-16 °C; 12-14 h), y posteriormente se transform6 en E. coli ER2738. El plasmido pBPelB-
MtDsbA-Myc se purificd a partir de un cultivo (3 mL) de una transformante estable. La autenticidad

del fragmento insertado se verificd mediante secuenciacion automatica de ADN.

3.7. Ensayo de complementacion funcional

3.7.1. Transformacion de E. coli JCB571 y cultivos bacterianos

Las bacterias competentes E. coli JCB571 se transformaron por choque térmico con los
plasmidos pBSSK(-), pBEcDsbA, y pBPelB-MtDsbA-Myc. Las transformantes estables se
seleccionaron mediante crecimiento en medio LB sélido suplementado con tetraciclina, kanamicina,
y ampicilina. Los cultivos bacterianos se prepararon inoculando una colonia de E. coli JCB570,
JCB571, 0 JCB571 portadora de plasmido, en 3 mL de medio LB liquido suplementado con los
antibioticos apropiados. La proliferacion celular se llevé a cabo a 37 °C durante la noche (12-14 h)
con agitacion constante (300 rpm). Las pastillas bacterianas provenientes de 1 mL de cultivo se
obtuvieron mediante centrifugacion (12,000 rpm; 2 min) y se conservaron en congelacion (-16 °C)

hasta su analisis.

3.7.2. Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina periplasmica

Inicialmente, la pastilla bacteriana fue lavada, resuspendida, y diluida en Tris-HCla 1 M (pH
8.0) hasta alcanzar una DOsoo de 0.4 — 0.6. La fraccién periplasmica se obtuvo mediante extraccién
cloroférmica en una mezcla conteniendo 95 pL de Tris-HCl a 1 M (pH 8.0), 100 pL de suspensién
bacteriana, 5 pL de SDS a 0.1%, y 10 pL de cloroformo. La disrupcion de la membrana externa se
favorecié mediante 5 seg de agitacion (1,500 rpm) seguidos de 5 min de incubacién (30 °C). La
reaccion catalizada por la fosfatasa alcalina periplasmica fue iniciada mediante la adicién de 40 pL
del sustrato pNPP (fosfato de p-nitrofenilo) a 15 mM. La reaccion procedié durante 10 min a 30 °C
y se detuvo con 60 pL de NaOH a 2 N. La hidrdlisis del sustrato fue valorada en la fase acuosa
(sobrenadante) de la reaccién mediante la lectura de absorbancia a 415 nm (Auis). El sobrenadante de
la reaccion se obtuvo mediante centrifugacion (14,500 rpm; 15 min). La actividad de la fosfatasa
alcalina periplasmica se calcul6, en unidades de Miller, usando la siguiente formula:

A
Unidades de Miller = - 415 x 1000
t (min) - v (mL) - Agoo

donde Auss es el valor de la emision cromogeénica del p-nitrofenolato liberado, t el tiempo de reaccién

(10 min), v el volumen de suspensidon celular (0.1 mL), y Aesoo €l valor las UDOgoo correspondientes.
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3.8. Tratamiento de datos y analisis estadistico

A menos que se mencione diferente, todos los resultados se obtuvieron a partir de tres
experimentos independientes y se expresaron como media + error estandar. Estos datos se compararon
mediante un andlisis de varianza rutinario (ANOVA). Cuando el valor p fue menor a 0.05, ANOVA
fue seguido de una prueba de Tukey (comparativa multiple). Todos los anélisis estadisticos se

realizaron utilizando el paquete computacional Prism® v 4.0 (Graphpad™ Software).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La formacién de enlaces disulfuro y el plegamiento correcto es esencial para la funcion de
muchas proteinas secretadas. En bacterias, la formacién de enlaces disulfuro es facilitada por las
oxidorreductasas Dsb, las cuales contienen el dominio conservado tiorredoxina (Trx). En E. coli, las
proteinas Dsb han sido caracterizadas extensivamente: (i) ECDsbA cataliza la formacion de enlaces
disulfuro en sustratos polipeptidicos; (ii) EcDsbB se encarga de mantener a EcDsbA en su estado
redox activo; (iii) EcDsbC y EcDsbG actian como disulfuro isomerasas, corrigiendo los enlaces
disulfuro formados incorrectamente en sustratos polipeptidicos; (iv) EcDsbD es responsable de
mantener a EcDsbC y EcDsbG en su estado redox activo; y (v) EcDsbE es una reductasa involucrada
en la maduracion de citocromo c [Denoncin & Collet, 2013; Heras et al., 2009].

De manera interesante, en bacterias de interés biomédico y biofarmacéutico, las proteinas con
homologia a DsbA han sido involucradas en el plegamiento oxidativo de factores de virulencia, lo
que sugiere un potencial como diana terapéutica. La bacteria M. tuberculosis, el agente causal de la
tuberculosis en humanos, secreta alrededor de 160 proteinas hacia el ambiente extracelular, las cuales
participan en diversas funciones bioldgicas, incluyendo virulencia y patogenicidad. Se ha estimado
que alrededor del 60% de esas biomoléculas contiene al menos un enlace disulfuro, lo que supone la
participacion de un mecanismo de plegamiento oxidativo en las cercanias de la membrana
citoplasmica [Chim et al., 2010]. Por ejemplo, la proteina secretada EspA (la cual posee un enlace
disulfuro) es clave para la progresion de la infeccion y mantenimiento de la pared celular [Garces et
al., 2010].

M. tuberculosis posee dos sistemas de proteinas Dsb: (i) MtDsbA-MtVKOR vy (ii) MtDsbE-
MtDsbF. Recientemente, se demostr6é que MtDsbA y MtVKOR se colocalizan en la superficie de la
bacteria y estan asociadas a la membrana. Como ambos genes se ubican en el mismo operén y
MtVKOR puede sustituir funcionalmente a EcDsbB in vivo, es posible suponer que MtDsbA y
MtVKOR funcionan en conjunto. Por otro lado, mediante estudios mutagénicos, se demostro que los
genes codificantes para ambas proteinas, MtVKOR y MtDsbA, son esenciales para el crecimiento
micobacteriano, en tanto MtDsbE y MtDsbF no lo son, estableciendo la importancia funcional del
sistema MtDsbA-MtVKOR para el patégeno. Ademas, los primeros estudios bioquimicos mostraron
que MtDsbA exhibe preferencia por sustratos polipeptidicos diferentes, en comparacién con MtDsbE
y MtDsbF, indicando que posee propiedades estructurales Unicas y actividades funcionales
especificas. Ante esto, es posible suponer que la interrupcion del plegamiento oxidativo asistido por
MtDsbA puede detener la infeccion de M. tuberculosis [Chim et al., 2010; Goulding et al., 2004].
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4.1. Obtencion de pBPelB-MtDsbA-Myc

El papel funcional de la MtDsbA se estudi6é usando el periplasma de una mutante DsbA de

E. coli como plataforma de expresion proteica y analisis operacional. Para este fin, se utiliz6 a la cepa

JCB571, ya que ofrece una linealidad genotipo—fenotipo muy simple: la mutacion del gen dsbA

ocasiona una pérdida de la actividad fosfatasa
alcalina periplasmica (FAP), debido a que la
estructura de la FAP es dependiente del
correcto plegamiento oxidativo asistido por
DsbA. Ademaés, JCB571 expresa de manera
constitutiva a la FAP.

Inicialmente, se construyé un
plasmido de expresion peripldsmica de la
proteina MtDsbA recombinante. El disefio
planteado para la produccion y localizacion
bacteriana se muestra en la Figura 4-1:
péptido sefial PelB en el extremo N-terminal,
seguido de la regién EC de MtDsbA (UniProt
033272: Ser®-Ser®®) y del epitope c-Myc
(extremo C-terminal), bajo el control del
promotor PLac.

El plasmido pET22b(+)/MtDsbA se
utiliz6 como molde para la amplificacion
molecular de la secuencia MtDsbA. Las
caracteristicas moleculares del inserto se
presentan en la Figura 4-2.

La secuencia de interés se amplifico
mediante PCR usando los oligonucle6tidos
T7yT7_RV como iniciadoresy la enzima Pfu
ADN-pol como polimerasa de alta fidelidad.
Después, el producto de PCR se sub-clond en
el plasmido pBPelB-BHX-Myc (Figura 4-3),
mediante insercion direccional en los sitios de

restriccion Xbal y Xhol.

cee PLac>—(

MtDsbA recombinante >— e

] ]

PelB c-Myc

Figura 4-1. Representacién esquemadtica del
disefio para la produccion y localizacién de la
proteina recombinante MtDsbA.

PLac, promotor del operdn de lactosa; PelB, péptido
sefial; c-Myc, epitope molecular.

T7 Xbal Xhol T7_RV

o MW
(= MtDsbA recombinante —<}

[] [

PelB 6xHis

Figura 4-2. Representacion esquematica de las
caracteristicas moleculares del inserto contenido
en el plasmido pET22b(+)/MtDsbA.

T7 y T7_RV, regiones de hibridacién de los iniciadores
de PCR; Xbal y Xhol, sitios de reconocimiento por las
endonucleasas de clonacién. PelB, péptido sefial; c-
Myc, epitope molecular.

PLac Xbal Xhol
ces P | PelB-BHX-Myc e oo+

Figura 4-3. Representacion esquematica de la
unidad de transcripcion contenida en el plasmido
pBPelB-BHX-Myc.

PLac, promotor del operdn de lactosa; Xbal y Xhol,
sitios de reconocimiento por las endonucleasas de
clonacién. PelB, péptido sefial; BHX, BamHI-HindllI-
Xhol;c-Myc, epitope molecular.
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Hasta aqui, es pertinente resaltar tres aspectos importantes de la estrategia de sub-clonacion
molecular: (1) El producto del PCR PelB-MtDshA-6xHis, amplificado con los oligonucleétidos T7 y
T7_RV (Figura 4-2), contiene las secuencias de reconocimiento para las endonucleasas Xbal y Xhol,
flanqueando la secuencia de MtDsbA; (2) el plasmido pBPelB-BHX-Myc también incluye tales
secuencias (Figura 4-3); (3) por tal motivo, la ligacién del vector y el inserto, digeridos ambos con
las endonucleasas en cuestion, habilitd la insercién de MtDsbA en fase con respecto a PelB y c-Myc,
y direccional en relacion al promotor PLac.

El producto de la ligacion se utilizo
para transformar a E. coli ER2738. Después
del crecimiento en medio selectivo (LB con 2027-
ampicilina), de manera aleatoria, se eligieron
5 unidades formadoras de colonias (clonas)
para su analisis por PCR de cultivo, usando 564-

dos oligonuclettidos universales (M13FW y

M13RV) como iniciadores. Como se observa Figura 4-4. Anlisis de transformantes estables

portadoras de pBPelB-MtDsbA-Myc mediante

en la Figura 4-4, las clonas 21, 22, 24,y 25 -
PCR de colonia.

portan el pldsmido recombinante de interés,

iee . Gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt. M, marcador de
ya que se ampllflco un fragmento con tamano peso molecular (NEB ADNA-Hindlll, pb); 21-25, clonas

molecular cercano a 950 pb, concordante con analizadas.

el esperado (931 pb). Cabe destacar que los

resultados suponen que la clona 23 porta el plasmido vacio (es decir, sin inserto). De manera
adicional, para asegurar la certeza del inserto clonado, se proliferé la clona 21, se aisl6 el ADN
plasmidico (de alta pureza), y se verifico la codificacién de PelB-MtDsbA-Myc mediante un servicio
de secuenciacién automatica de ADN. A partir de este resultado, ese plasmido se consider6 como
pBPelB-MtDsbA-Myc y se utilizé para las siguientes etapas del estudio. La Figura 4-5 muestra la

representacion esquematica del plasmido recombinante y sus caracteristicas moleculares.
4.2. Expresion de MtDsbA en E. coli JCB571
De manera previa al ensayo de complementacion funcional, las cepas utilizadas se analizaron

mediante PCR, SDS-PAGE y Western Blot, para verificar la presencia de los plasmidos

correspondientes y la respectiva expresion de proteinas. Inicialmente, se transformé E. coli JCB571
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Xhol

MtDsbA recombinante mm e

c-Myc

Figura 4-5. Representacion esquemadtica del
plasmido pBPelB-MtDsbA-Myc (3663 pb).

(A) Unidad de transcripcién: PlLac, promotor del
operon de lactosa; Xbal y Xhol, sitios de
reconocimiento por las endonucleasas de clonacion.
PelB, péptido senal; c-Myc, epitope molecular. (B)
Plasmido: vector derivado del pBSSK(-), conteniendo el
gen codificante para la B-lactamasa (que confiere
resistencia a amplicilina), los origenes de replicacion
ColE1 (bacteria) y f1 (bacteriofago).

con los plasmidos de interés (pBSSK(-); pBEcDsbA; pBPelB-MtDsbA-Myc). Una colonia de cada
transformante estable fue proliferada durante la noche. De manera paralela, se prepard un cultivo de
E. coli JCB570 y JCB571, los cuales se utilizaron como testigos de los ensayos.

Como primera prueba, se realizé un PCR de colonia usando dos oligonucle6tidos universales
(M13FWy M13RV). Como se distingue en la

Figura 4-6, el control negativo de la reaccion

M N 1 2 3 4 5

de PCR (carril N, sin células) y las
amplificaciones conteniendo células sin
plasmido (carril 1, JCB570; carril 2, JCB571)

rindieron resultados negativos, tal como se 500-

1000-

esperaba; en tanto, la reaccion incluyendo
JCB571/pBSSK(-) (carril 3) produjo un 200-

producto ligeramente mayor a 200 pb,

correspondiente a la secuencia codificante

para el N-terminal del péptido o de la B- Figura 4-6. Andlisis de transformantes estables
portadoras de plasmidos de complementacion

galactosidasa y la region de clonaciones (+controles/testigos) mediante PCR de colonia.

maltiples (226 pb); por otro lado, las

Gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt. M, marcador de

reacciones considerando JCB571/pBEcDsbA peso molecular (NEB 100-bp Ladder, pb); N, control
i negativo; 1, JCB570; 2, JCB571; 3, JCB571/pBSSK(-); 4,
(carril 4) o JCB571/pBPelB-MtDsbA-Myc JCB571/pBECDsbA; 5, JCB571/pBPelB-MtDsbA-Myc.
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(carril 5) exhibieron productos cercanos

a 800 y 950 pb, respectivamente,
coherentes con los tamafios esperados
para los insertos correspondientes:
EcDsbA (817 pb) y PelB-MtDsbA-Myc
(931 pb).

Como segunda prueba, se

realiz6 un analisis cualitativo de

46-
expresion mediante electroforesis en gel -

SDS-poliacrilamida  (SDS-PAGE) e 32-

inmuno-reconocimiento (Western Blot)

Figura 4-7. Analisis de expresion proteica de las
con anticuerpos dirigidos con la etiqueta transformantes estables JCB571.

molecular (c-Myc). La sobreexpresmn (A) Gel de SDS-poliacrilamida al 13.5% tefido con azul

brillante de Coomassie. M, marcador de peso molecular (VEB

periplasmica se llevé a cabo en cultivos ,
Protein Standard - Broad Range, kDa); 1, JCB570; 2, JCB571;

a mini-escala, siguiendo el protocolo 3,JCB571/pBSSK(-); 4, JICB571/pBEcDsbA; 5, JCB571/pBPelB-
} . MtDsbA-Myc. (B) Western Blot revelado con sustrato
estandar del laboratorio: 2 h de pre- BCIP/NBT (para fosfatasa alcalina, AP). Inmuno-

reconocimiento con anti-Myc, seguido con anti-IgG/AP. El
asteristico indica la movilidad relativa de MtDsbA-Myc.

induccién, 0.5 mM de IPTG, y 4 h de
post-induccion. Los extractos totales se
prepararon en condiciones reductoras y
desnaturalizantes. Como se observa en la Figura 4-7, el patron electroforético (SDS-PAGE) muestra
pocas diferencias proteicas asignables a produccién especifica de MtDsbA; sin embargo, el ensayo
de inmuno-reconocimiento (Western Blot) con anticuerpos anti-Myc revel6 una banda unica en el
extracto correspondiente JCB571/pBPelB-MtDsbA-Myc (carril 5).

De manera conjunta, los resultados de los ensayos analiticos (PCR, SDS-PAGE y Western
Blot) demuestran que cada cultivo alberga el plasmido especifico y que sélo la mutante JCB571

correspondiente expresa la proteina MtDsbA.

4.3. MtDsbA complementa la funcion disulfuro oxidasa de la mutante DsbA de E. coli

La actividad disulfuro oxidasa in vivo de la proteina DsbA de M. tuberculosis se evalu6
mediante un ensayo de complementacién funcional de la mutante DsbA de E. coli (JCB571) y el
analisis de actividad de la fosfatasa alcalina periplasmica, dependiente de DsbA, como fenotipo
cuantitativo. La actividad fosfatasa se cuantifico utilizando a fosfato de p-nitrofenilo (pNPP) como

sustrato cromogénico: la hidroélisis del sustrato por accion enzimatica produce p-nitrofenolato (pNP),
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el cual emite una coloracion amarilla en condiciones basicas (medible a una absorbancia de 415 nm).
De esta manera, la linealidad genotipo—fenotipo se utiliz6 como indicador de la actividad funcional
de la plegasa micobacteriana.

Inicialmente, se verificd la dependencia de la fosfatasa alcalina periplasmica de E. coli a la
accion de EcDsbA. Como se distingue en la Figura 4.8(A), el periplasma de E. coli JCB570 (silvestre
EcDsbA") reveld una actividad fosfatasa alcalina significativa, 400 veces mayor en comparacion con
E. coli JCB571 (mutante EcDsbA), la cual mostré nula actividad, corroborando la premisa del ensayo
de complementacion. Enseguida, se analizé el periplasma de E. coli JCB571 portadora de los
plasmidos de normalizaciéon (pBSSK(-) y pBEcDsbA) y del plasmido de interés (pBPelB-MtDsbA-
Myc). Como se observa en la Figura 4.8(B), el periplasma de JCB571/pBSSK(-) (control de
normalizacion: 0%) exhibi6 una ligera actividad, atribuible a las condiciones ambientales;
contrariamente, el periplasma de JCB571/pBEcDsbA (control de normalizacion: 100%) present6 una
elevada y significativa actividad, 10 veces mayor en comparacion con JCB571/pBSSK(-) (p < 0.05),
confirmando la complementacion homdloga y la confiabilidad del ensayo; por otro lado, de manera
interesante, el periplasma de JCB571/pBPelB-MtDsbA-Myc (plegasa de interés) revel6 una actividad
significativa, 4 veces mayor en comparacion con JCB571/pBSSK(-) (p < 0.05), comprobando la

100

80

8004

600+

40

400+

(%) eAIRISY PEPIARDY

200+

Fosfatasa Alcalina (Unidades de Miller)

-0

o=

JCB570 JCB571

JCB571  JCB571  JCB571
pBSSK(-) EcDsbA  MtDsbA

Figura 4-8. Andlisis de la actividad disulfuro oxidasa de la MtDsbA mediante
complementacién funcional de E. coli JCB571 (mutante DsbA).

(A) Actividad hidrolitica de la fosfatasa alcalina periplasmica de E. coli JCB570 (DsbA*) y JCB571
(DsbA"). (B) Actividad hidrolitica de la fosfatasa alcalina periplasmica de E. coli JCB571 portadora
de los plasmidos pBSSK(-), pBEcDsbA (EcDsbA), y pBPelB-MtDsbA-Myc (MtDsbA). lzquierda:
unidades de actividad enzimdtica. Derecha: porcentaje de actividad relativa.
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hipotesis que supone a MtDsbA como plegasa con actividad disulfuro oxidasa. Sin embargo,
comparada con EcDsbA, demostrd una actividad relativa cercana al 35% (p < 0.05), aludiendo que
MtDsbA posee actividad disulfuro oxidasa limitada. Esta condicion puede ser interpretada mediante
dos posibles explicaciones: (1) la fosfatasa alcalina peripldsmica no corresponde a un sustrato
fisioldgico (enddgeno) in vivo, condicionando el reconocimiento molecular enzima-sustrato, y (2)
este sustrato posee tres enlaces disulfuro, demandando un plegamiento oxidativo asistido por una

plegasa de alta eficiencia.

4.4. Recomendaciones adicionales para el estudio de la DsbA de M. tuberculosis

De manera simple, se plantean las siguientes recomendaciones para completar el estudio de
la actividad disulfuro oxidasa de la DsbA de M. tuberculosis: (i) determinar su estado redox mediante
modificacion de tioles, (ii) determinar su actividad sobre otro sustrato no fisiol6gico que contenga un
solo enlace disulfuro, como la quitinasa amibiana EhCHTZ, y (iii) determinar su actividad sobre un
sustrato fisiol6gico que contenga un solo enlace disulfuro, p. €j., la serina proteasa micobacteriana
MtMarP. Con esto, serd posible valorar su potencial como diana terapéutica para la basqueda de
nuevas moléculas con actividad inhibitoria especifica, dirigidas hacia el control de la tuberculosis en

humanos.
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5. CONCLUSIONES

El plasmido pBPelB-MtDsbA-Myc, que regula la expresién periplasmica de MtDsbA
mediante el promotor del operdn de lactosa (PLac), se obtuvo de manera exitosa empleando
protocolos tipicos de clonacion molecular. La proteina MtDsbA recombinante se produjo
adecuadamente en E. coli JCB571, mutante DsbA, portadora del plasmido pBPelB-MtDsbA-Myc
mediante un procedimiento tipico de sobreexpresion inducida. La proteina DsbA de M. tuberculosis
exhibe actividad disulfuro oxidasa in vivo, ya que posee la habilidad de complementar la mutacion
DsbA de E. coli y es capaz de restablecer (parcialmente) la actividad hidrolitica de la fosfatasa
alcalina periplasmica (dependiente del plegamiento oxidativo asistido por DsbA). EI compartimiento
periplasmico de E. coli JCB571 ofrece bondades bioquimicas Unicas: un ambiente redox fisiol6gico
carente de DsbA (principal disulfuro oxidasa), las cuales fueron convenientemente utilizadas para el

analisis funcional de una plegasa micobacteriana (MtDsbA).
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