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RESUMEN

En los ultimos afios la camaronicultura se ha visto afectada debido a la aparicion de
enfermedades infecciosas causadas por distintos patégenos marinos, lo que ha provocado
pérdidas importantes a la economia de este sector agropecuario. Una de las infecciones mas
comunes presentes en los camarones es la vibriosis. Algunos estudios sugieren que la
incidencia de mortalidades masivas de camarones de cultivo podria deberse a una
enfermedad presente en los camarones conocida como el sindrome de mortalidad temprana,
la cual es causada por la especie Vibrio parahaemolyticus. Esta bacteria presenta diversos
factores de virulencia como la hemolisina termolabil dependiente de lecitina (LDH por sus
siglas en inglés). Asi mismo, se ha identificado que las cepas patégenas para camarén
presentan el gen que codifica para esta hemolisina. Por otro lado, la serina en la posicién 153
en la secuencia de LDH de otras especies de Vibrio, es un residuo importante durante la
funcién de este tipo de enzimas. En base a lo anterior, la sustitucion de la serina 153 de la
LDH por glicina (Ser153/Gly_LDH) puede afectar total o parcialmente la funcién de la enzima,
es decir, ya sea su actividad catalitica y/o su funcion hemolitica. En el presente trabajo se
realizé la sobreexpresion de la hemolisina mutante Serl53/Gly LDH recombinante de V.
parahaemolyticus. La Serl53/Gly LDH se sobreexpresdé en la cepa de E.coli Rosetta
utilizando 0.4 mM de IPTG como inductor por 6 h a 37 °C. La enzima se obtuvo en forma de
cuerpos de inclusién por lo que fue solubilizada en urea 8M. Se purificé por cromatografia de
afinidad a metales en condiciones desnaturalizantes obteniendo una Unica banda
correspondiente al peso molecular esperado de aproximadamente 47 kDa. Posteriormente, la
Ser153/Gly_LDH purificada fue replegada por el método de didlisis eliminando completamente
la urea obteniendo la enzima en la fase soluble. Se evalud la actividad enzimética de la
mutante cualitativa y cuantitativamente y se observo que perdié casi un 100 % de su actividad
enzimatica. Asi mismo, la mutante especifica de la LDH solo mostr6é actividad hemolitica
residual (< 2 %). En base a los resultados presentados, se concluye que la Serina 153

desempefia un papel esencial durante la funcioén de la LDH de Vibrio parahaemolyticus.



INTRODUCCION

Vibrio parahaemolyticus ha sido una bacteria presente en las infecciones intestinales
humanas desde afios atrds. En general, los diferentes estudios relacionados con esta bacteria
se han enfocado a la manifestacion y su ciclo de infeccion en el humano, y son escasos los
estudios con el enfoque a estudiar esto mismo en especies de animales de alto interés
comercial. Vibrio es una bacteria perteneciente al ecosistema marino y por lo tanto las
especies que ahi habitan son los hospederos y transmisores de la bacteria. El creciente interés
por su estudio fue resultado de las pérdidas econdémicas que ha ocasionado al sector acuicola.
En Jap6n y paises asiaticos las bacterias pertenecientes al género Vibrio fueron las
responsables de numerosas infecciones en la acuacultura de peces, moluscos y crustaceos.
Afos después las grandes epidemias que afectaron las costas asiaticas se trasladaron al
continente americano y se hicieron presentes. En México los estados de Nayarit, Sinaloa, Baja
California Sur, Tamaulipas y Sonora con altas producciones de camarones de cultivo sufrieron
pérdidas masivas en sus cosechas, siendo el estado de Sonora uno de los mas afectados por
estas enfermedades infecciosas (6). De los productos del mar que mayormente fueron

afectados y son parte de los productos de mayor comercio fue el camarén blanco.

De ahi proviene el interés de su estudio y las alternativas que se buscan para combatir su
infeccion. Vibrio parahaemolyticus es conocido por sus hemolisinas las cuales son su factor
de patogenicidad mas reconocido y estudiado, estas son la Tdh (hemolisina directa
termoestable), la Trh (hemolisina relacionada a la Tdh) y en menor proporcién la LDH
(hemolisina dependiente de lecitina) (26). Esta ultima hemolisina se ha reportado que esta
presente en la mayoria de las cepas patégenas para camarén, de manera mas frecuente que
la Tdh y la Trh. La hemolisina LDH esta catalogada como una fosfolipasa A2 semi B, vy
presenta un dominio especifico de unas fosfolipasas conocidas como GDSL. La caracteristica
principal de estas fosfolipasas es que en su sitio activo tienen una serina, la cual es
responsable de la funcion catalitica de la enzima, es decir, es el aminoacido catalitico. En un
estudio con una hemolisina de Vibrio harveyi (VHH) la cual pertenece a las hemolisinas del
grupo GDSL se propuso cambiar la serina central del sitio activo por una glicina. En este
trabajo se encontr6 que la VHH perdia toda su actividad de fosfolipasa y que ya no resultaba
téxica para el pez cebra (31). Por lo tanto, en la LDH de Vibrio parahaemolyticus, el cambio
de serina por una glicina podria afectar tanto la actividad de fosfolipasa como la hemolitica de
la enzima. Por lo que en un futuro, la informacién generada en el presente estudio podria

sentar las bases para el desarrollo de vacunas o inhibidores de actividad de la enzima.
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. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la mutante Serl53/Gly_LDH sobre la funcion de la hemolisina

dependiente de lecitina recombinante de Vibrio parahaemolyticus.
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H.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Transformar células competentes de E. coli con el constructo que contiene la mutante
Serl53/Gly_LDH.

Establecer las condiciones para la sobreexpresion recombinante de la mutante
Serl53/Gly_LDH.

Obtener a la enzima en su forma soluble mediante replegamiento in vitro.

Evaluar la actividad enzimatica y hemolitica de la mutante Ser153/Gly_LDH.

12



iii. ANTECEDENTES

[1l.1 El Camardn Blanco y la Importancia de su Estudio

El camardn blanco es un crustaceo que pertenece al género Litopenaeus, especie vannamei,
pero comunmente se le conoce como camarén blanco o camaréon blanco del pacifico (1). Este
es nativo de la costa oriental del océano pacifico y se encuentra distribuido desde las costas
de México hasta Peru (2). La pesca de camaron es una fuente de trabajo para millones de
mexicanos, pero ademas de eso produce un alto ingreso a la economia del pais. Actualmente
la pesca de camardn no es suficiente para cubrir la demanda de consumo, por lo que se han
implementado técnicas de cultivo (granjas de camarones) o cria de camarones como una
estrategia para cubrir su alta demanda. (3). Actualmente se cultiva en varios paises del
continente americano (Brasil, Ecuador, México, Venezuela, Honduras, Guatemala, Nicaragua,
Perd, Colombia, Costa Rica, Panama, El Salvador, Jamaica, Cuba, Republica Dominicana,
EUA) y asiaticos (China, Tailandia, Indonesia, Vietnam, Malasia, Taiwan, India, Filipinas,
Camboya, Surinam) (4). Los mercados mundiales han mostrado una demanda ligeramente
creciente del camardn cultivado, propiciado por diferentes causas como el estancamiento de
las capturas pesqueras, la facilitacion de los recursos por parte del gobierno, la mayor

demanda de la poblacién y la preferencia por consumir este tipo de productos en menor tiempo
(5).

En México, la produccion de camarén en granjas ha aumentado notablemente, siendo los
estados de Sonora, Nayarit, Sinaloa y Baja California Sur los principales productores. Se ha
reportado que estos estados producen al afio mas de 100 mil toneladas de ese producto con
un valor superior a los 6 mil millones de pesos. Esto representa mas del 90% de la produccién
de camardén de granja de todo México. Sin embargo, en los Gltimos afios se han registrado
pérdidas en la produccién de hasta el 60% causado por diversos patdégenos tanto virales como

bacterianos (6).

[11.2 Principales Enfermedades en el Cultivo de Camardn

La industria mundial del cultivo de camarén ha sufrido efectos devastadores por la aparicion
de enfermedades infecciosas que afectan directamente su desarrollo. Se estima que en el
periodo entre 1990-2005 la produccidon global del cultivo de camardon tuvo pérdidas

economicas cercanas a los 15 mil millones de doélares (7). De acuerdo con datos

13



proporcionados por la Alianza Global de Acuacultura, el 60% de dichas pérdidas fue atribuido
a enfermedades virales, 20% a enfermedades bacterianas y el restante (20%) a una variedad
de otros agentes patégenos. En los ultimos afios la produccién ha descendido notablemente:
para el afio 2010, la produccion descendié a 49,400 t; al afio siguiente, a 40,697 t, en 2012 la
produccion cayo a 35,305 t donde para el periodo 2013 se reportaron solo 14,000 t de camaron
(8). Cabe sefialar que la produccion de camarén ha tenido un repunte positivo del 20 % en los
dltimos 3 afios a la fecha.

Algunos estudios indican que la incidencia de mortalidades masivas de camarones de
cultivo podria ser causada por la aparicion de un nuevo agente patégeno: el cual causa el
conocido Sindrome de Mortalidad Temprana (EMS, por sus siglas en inglés), también
conocido como Sindrome de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPNS) (9). Esta
enfermedad del camardn la cual proviene de origen bacteriano ha ocasionado pérdidas
econdmicas significativas a los mayores productores de camardn a nivel mundial. La mayoria
de las especies de camardn se ven afectadas por esta enfermedad y tiene incidencia de
mortalidades masivas. Se ha determinado que el agente causante de la AHPNS, es una cepa
patégena de la bacteria marina Vibrio parahaemolyticus (9). Se ha reportado que esta bacteria
produce toxinas (uno de sus extensos mecanismos de patogenicidad) a través de un plasmido
llamado PirA y PirB. Estas toxinas causan una disfuncion de las células del hepatopancreas
(HP) afectando la absorcién de nutrientes y en la fase terminal, adicional al desprendimiento

de las células epiteliales, se presenta una infeccién secundaria bacteriana (10).

El panorama en nuestro pais, y mas recientemente en nuestro estado no es prometedor.
Si se considera que la produccién de camardn ya habia sufrido un impacto muy importante,
debido a la presencia del Sindrome del Virus de la Mancha Blanca, la aparicion del Sindrome
de mortalidad temprana ha provocado una crisis muy seria en la industria camaronera (10).
Por tanto, es de suma importancia mantener acciones de vigilancia epidemioldgica asi como
realizar investigacion para combatir o prevenir las infecciones en los cultivos de camarén. En
nuestro pais el Comité de Sanidad Acuicola del Estado de Sonora (COSAES) en conjunto con
otras instituciones, han implementado estas acciones con el fin de evitar grandes pérdidas
econémicas. Solamente, a través de estas acciones, la vigilancia continua y del desarrollo de
proyectos de investigacion que permitan entender el proceso infeccioso y epidemioldgico, sera
posible el desarrollo y aplicacion de estrategias de intervencion y tratamientos que eviten o
contengan la transmision y dispersion de las enfermedades infecciosas en cultivos marinos

con importancia comercial en nuestro pais, como la camaronicultura (11).
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1.3 Vibriosis

La vibriosis es una enfermedad de origen bacteriano, causada por varias especies de cepas
patdgenas extracelulares pertenecientes al género Vibrio. La patogenicidad esta mediada por
factores ambientales como la salinidad y temperatura (12). En el ecosistema marino los Vibrios
juegan funciones importantes como biodegradacién de la materia organica y regeneracion de
nutrientes (13), ademas pueden actuar como patdégenos de organismos acuaticos, siendo
parte del habitat natural en las aguas marinas costeras, especialmente en los estuarios, los
que representan su reservorio. El patdégeno se asocia a la presencia de plancton y moluscos
bivalvos para sobrevivir en agua de mar. Adicionalmente se ha reportado que pueden
colonizar la superficie o formar parte de la flora comensal de algunos peces (14) de

importancia comercial, o bien afectar al hombre (15).

La vibriosis como patologia de etiologia bacteriana, ha sido la causa de mortalidad en
cultivos de camardn en paises productores del mundo entero y afecta tanto en larvicultura
como en fase de engorde en estanques de cultivo (16). Ademas se ha reportado que el uso
indiscriminado de antibidticos ha favorecido el desarrollo de resistencia a antibidticos en este
tipo de bacterias. Las mas conocidas son V. harveyi y V. Splendidus, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus y V. penaeicida. La vibriosis afecta a los camarones produciendo un dafio errético,
letargia, anorexia, necrosis multifocal, inflamacion, formacién de nédulos en el 6rgano linfoide,
corazon y branquias, etc. (12). Los brotes de vibriosis suelen darse cuando hay un cambio
repentino de las condiciones favorables ambientales del patdégeno, produciéndose un
aumento en la velocidad de la reproduccién bacteriana, superandose asi las cargas toleradas

por el organismo huésped (16).

El establecimiento de la infeccidn se presenta por diversos mecanismos. Por ejemplo, estas
bacterias pueden entrar al organismo a través de heridas en el exoesqueleto (primera barrera
de defensa), las cuales generalmente son causadas por dafios fisicos, o bien, por otras
bacterias con capacidad quitinolitica. También pueden penetrar el camarén a través de las
branquias ya que estan cubiertas por una cuticula delgada y es el 6rgano que se encuentra
mas expuesto ya que realiza funciones especializadas de intercambio de oxigeno con el
ambiente. Si bien este tipo de bacterias tienen varias vias de entrada, se sabe que el intestino
medio es el lugar de mayor ingreso y colonizacion de estos patdégenos ya que estan presentes

en el sedimento, agua y alimentos consumidos por los camarones (10).

En los dltimos afios, muchas investigaciones se han desarrollo con el objetivo de proponer
técnicas preventivas y terapéuticas para reducir o impedir la incidencia de enfermedades en

los cultivos. Peeters y Rodriguez (16) sefialan que los problemas de enfermedades muchas
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veces son ocasionados por el manejo inadecuado de los antibidticos en el tratamiento de
estos patdgenos (17). Como se sefalé anteriormente en México la prevalencia de Vibrio
parahaemolyticus patdgeno en los cultivos de camaron es del 80.5% siendo Sonora uno de

los estados mayormente afectados econémicamente.

ill.4 Vibrio parahaemolyticus

V. parahaemolyticus es un bacilo curvo Gram negativo, no esporulado y halofilico (14). Es
movil por un solo flagelo polar, es una bacteria facultativa que se desarrolla en su aislamiento
en agar Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS), o conocido también como Agar Selectivo
para Vibrios. (15). Logra desarrollarse en concentraciones de NaCl 1 - 4% y crece en
concentraciones de NacCl de 8%, con un pH éptimo: 7.5 - 8.6 y una temperatura de 10 °C - 42
° C (15). Es fermentador de glucosa sin produccion de gas, fermenta manitol, arabinosa y
manosa, pero no fermenta sacarosa, lactosa, inositol y ramnosa, y es ureasa variable (13).
Este microorganismo afecta a ambas especies (humano y camarén) donde en el humano
causa gastroenteritis y los sintomas que se presentan son dolor abdominal severo, nausea,
vomito, fiebre, dolor de cabeza y diarrea, la cual persiste hasta ocho dias, en casos severos
la diarrea es acuosa con moco y sangre, y pueden presentarse cuadros de deshidratacion,
hipotensién y acidosis. La dosis infectiva es de 10° a 10’ UFC y tiene un periodo de incubacién
de 12-24 horas. En el camaron Vibrio parahaemolyticus es responsable de causar Vibriosis

sistémica, Sindrome de mortalidad temprana y necrosis aguda del Hepatopancreas (AHPND)

9).

l11.4.1 Factores de Virulencia de Vibrio parahaemolyticus

Se conoce que son distintos los factores de virulencia de V. parahaemolyticus, los cuales se
pueden manifestar o expresar por diversos factores ambientales como la temperatura del
agua. Diversos estudios han demostrado que la bacteria rara vez se detecta en agua de mar
hasta que la temperatura del agua es mayor a 15°C (18). Por lo tanto, existe mayor
probabilidad de detectar V. parahaemolyticus en los crustaceos en la primavera y en el verano
que en el invierno (19). Ademas de la temperatura existen otros factores como el pH el cual
varia entre 4.8 y 11, siendo entre 7.8 y 8.6 el pH éptimo para su crecimiento (Tabla 1). El

oxigeno es otro factor importante, al ser un microorganismo anaerobio facultativo tiene la
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capacidad de crecer en presencia 0 ausencia de oxigeno, pero crece Optimamente bajo

condiciones aerdbicas. Se ha reportado que el agua dulce inactiva al organismo (20).

Tabla 1. Limites para el crecimiento 6ptimo de Vibrio parahaemolyticus (20).

Variable Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) 5 37 43

pH 4.8 7.8-8.6 11
Actividad de agua | 0.94 0.98 0.996

[11.4.2 Sistemas de Secrecion Tipo llly Tipo VI

En V. parahaemolyticus el sistema de secrecion tipo Il (T3SS) y el sistema de secrecion tipo
VI se han propuesto como factores importantes de virulencia (21). El primero se divide en
T3SS1y T3SS2. Al sistema T3SS1 se le hace responsable la citotoxicidad y la induccién de
la autofagia, mientras T3SS2 es el sistema que se encarga de producir enterotoxicidad. Todos
los aislados de V. parahaemolyticus poseen T3SS1 (22). Mientras que T3SS2 se asocia
comunmente con V. parahaemolyticus que lleva Tdhy / o Trh (23).

El papel de T6SS2 esta siendo estudiado, pero se sugiere que el T6SS2 no esta
involucrado en la citotoxicidad, sino que ayuda en la adhesion a las células huésped
(24). Dado que los sistemas T6SS2 y T3SS2 coexisten, se propone que ambos sistemas
puedan cooperar durante un proceso de infeccion en el huésped T6SS2 inicia el primer paso
de la infeccion al adherirse a las células huésped y T3SS2 exporta moléculas efectoras al
inducir  enterocitotoxicidad. La  funcion del sistema T6SS1 ain no se ha
demostrado. Recientemente, los investigadores sugirieron el papel de T6SS2 en la aptitud
ambiental de V. parahaemolyticus (21) informaron que T6SS1 es mas activo en condiciones

calidas similares a las marinas, mientras que T6SS2 es activo en condiciones bajas en sal.
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I11.4.3 Hemolisinas

Las hemolisinas Tdh y Trh se consideran los principales factores de virulencia en las cepas
patdégenas para humanos de V. parahaemolyticus (21). La hemolisina directa termoestable
(Tdh) es una hemolisina no inactivada por el calor y es por tanto causante de citotoxicidad, ya
que aumenta la permeabilidad vascular de las membranas eritrocitarias formando poros por
los cuales fluyen los iones y el agua fuera de la membrana y la acumulacion de liquidos. (26).
El fenbmeno de Kanagawa es un ensayo para la deteccion de la beta hemolisis de eritrocitos
usando agar Wagatsuma el cual contiene sangre con una alta concentracion de sal para

detectar la actividad hemolitica de la hemolisina Tdh.

La hemolisina relacionada a la Tdh (Trh) es una hemolisina termolabil e inmunol6gicamente
similar a la Tdh. Fue descubierta en un brote en las Islas Maldivas, en aislamientos con
ausencia de Tdh. (26). Se le llama hemolisina relacionada a la Tdh ya que ambas comparten
aproximadamente un 70% de homologia genéticamente (27). La Tdh produce citotoxicidad en
los tejidos debido a que activa canales que producen un flujo iénico alterado. (28). También
se ha visto asociada a la produccion de ureasa. (20)

Ademas de todos los factores de virulencia descritos anteriormente se conoce que V.
parahaemolyticus cuenta con otros factores de virulencia como hemaglutininas, factores de

colonizacidn, pilis y su capacidad de invasion celular.

Algunas cepas de V. parahaemolyticus cuentan con el gen tlh que codifica para otra toxina
conocida como hemolisina termolabil dependiente de lecitina (LDH, por sus siglas en inglés)
(29). Las hemolisinas son proteinas que producen la lisis de los eritrocitos por medio de la
produccién de poros en la membrana citoplasmatica o hidrolizando los fosfolipidos
(fosfatidilcolina) presente en la membrana celular. La LDH actia hidrolizando la fosfatidilcolina
(PC) a lisofosfatidilcolina (LPC) y, posteriormente la LPC a glicerofosforilcolina (GPC). Por lo
tanto, la hemolisina se clasifica como una fosfolipasa del tipo A2 y tipo B (27) (Figura 1).

En un ensayo realizado por Tellechea Robles (30) se midié cualitativamente la actividad
fosfolipasa de la LDH recombinante, obteniendo como resultado la degradacion del sustrato
fosfatidilcolina, presente en la placa del ensayo, confirmando asi su actividad como fosfolipasa
y en una investigacion similar, ademas de determinar la actividad fosfolipasa se realizaron
estudios cuantitativos en la cantidad de sustrato degradado y en la obtencién de ésteres de

acidos grasos hidrolizados (19).
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Fosfolipasa C Fosfolipasa D
Fosfolipido

Lisofosfolipido Acido graso Lisis celular

Figura 1. Clasificacion de las fosfolipasas en sus tipo Al, A2, B, C y D segun su sitio de accién
en el fosfolipido. La fosfolipasa tipo A2 se encuentra sefialada y corresponde a la hemolisina
dependiente de lecitina (LDH) (17).

1.5 Accién de las Fosfolipasas

Las fosfolipasas son enzimas que hidrolizan fosfolipidos en &cidos grasos y en otras
sustancias lipdfilas. Existen 4 clases principales de fosfolipasas que se designan en base al
sitio de la molécula donde hidrolizan. Son conocidas como A, B, C y D y cada una cuenta con
un punto de accién diferente. Como se menciond, la LDH de Vibrio parahaemolyticus se
clasifica como una fosfolipasa del tipo A2 ya que hidroliza ambos esteres de acidos grasos de
fosfolipidos (17). Adicionalmente, esta enzima también presenta una actividad atipica de
fosfolipasa B, es decir, hidroliza la LPC a GPC. Se reportado que las fosfolipasas tipo B no
tienen actividad hemolitica debido a que el producto final (GPC) no es un detergente, por lo
tanto no es capaz de desestabilizar la membrana celular (25). Por otro lado, la LPC formada
por accion de la fosfolipasa A es un detergente que trastorna a las membranas de los
eritrocitos, conduciendo a la hemdlisis (17). Aunque la LDH hidroliza a LPC, la velocidad de
reacciéon es mucho menor que la dada por la fosfolipasa B. Por ende, el intermediario (LPC)
es relativamente estable y se acumula durante la reaccion de tal forma que puede causar
hemdlisis. Por lo contario, se ha reportado que la adicion de concentraciones elevadas de
LDH disminuye la actividad hemolitica frente a eritrocitos de cordero debido a la rapida
hemolisis de LPC (16). Por lo tanto, la LDH de Vibrio parahaemolyticus es clasificada como

una fosfolipasa atipica, una fosfolipasa A2/B excepcional, con actividad de lisofosfolipasa (18).
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I11.6 Importancia Cataliticay Hemolitica de la Mutante Ser153/Gly_LDH

Las esterasas son una superfamilia de enzimas hidroliticas como una amplia especificidad de
sustrato. Algunas tienen actividad de lipasas, tioesterasa, proteasa, arilesterasa y
lisofosfolipasa (20). La gran mayoria de este tipo de enzimas tiene un motivo estructural
catalitico conservado formado por 4 aminoacidos GDSL (Gly-Asp-Ser-Leu). Los estudios
muestran que las hidrolasas GDSL tienen un sitio activo flexible que parece cambiar la
conformacion con la presencia y la unién de los diferentes sustratos. Un residuo importante
de las enzimas GDSL es la Serina (28). Este amino acido se consideraba como un miembro
importante del sitio activo ya que actiia como el responsable de la reaccién catalitica, es decir,

se le considera el amino acido catalitico.

Figura 2. Principales residuos del sitio activo de las enzimas con dominio GDSL (29).
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Otro residuos de aminoacidos también participan como elementos importantes durante la
catalisis como son el acido aspértico e histidina. Estos tres amino&cidos forman lo que se
conoce como una triada catalitica que también se encuentra presente en otras hidrolasas
como las Serina proteasas (20). En la figura 2 se muestra la triada catalitica de una hidrolasa
del tipo GDSL.

[11.6.3 Cambio del Aminoé&cido Serina por Glicina

Como se mencion6 anteriormente, algunas hemolisinas tienen actividad de fosfolipasa como
es el caso de la LDH de Vibrio parahaemolyticus. Esta enzima también se ha estudiado en
otras especies del género Vibrio, como Vibrio alginolyticus (22), donde se report6 que la LDH
de esta bacteria es una enzima termolabil, con actividad de fosfolipasa y hemolitica. Ademas,
se encontré que al inyectar esta hemolisina de Vibrio alginolyticus purificada, fue capaz de
causar la muerte de peces cebra en dosis desde 0.4 ug por gramo de peso del pez (21). Estos
autores también reportaron que la actividad hemolitica de la LDH fue inhibida por compuestos
(como B-mercaptoetanol y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 6 PMSF) capaces de modificar grupos

hidroxilo de los aminoacidos como la Serina entre otros (Tre, Glu, Asp y Tir).

?HEDFI Trh
CHNH; g > CH,

I |
COOH COOH

Serina Glicina

Figura 3. Comparacion de estructuras de los aminoacidos Serina y Glicina donde se observa
la ausencia de cadena lateral en la Glicina. La cual se transfiere por la enzima hidroximetil

transferasa (39).
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Como se menciond anteriormente, se sabe que este tipo de enzimas tienen una Serina
catalitica, por lo que estos compuestos pueden estar interactuando con la Serina catalitica y

por lo tanto, afectando la funcién enzimatica.

El uso de compuesto quimicos que puedan modificar las cadenas laterales de los
aminodcidos del sitio activo de las enzimas ha sido ampliamente estudiado para determinar
su importancia en la funcién catalitica. Sin embargo, esta estrategia carece de especificidad
ya que en la enzimas puede existir mas de un aminoacido que puede ser modificado y es muy
complicado identificarlo. Existen otras herramientas que permiten hacer la modificaciéon con
alta precisién de aminoacidos como es la mutagénesis dirigida. Basicamente, esta se basa en
hacer cambios en los nucle6tidos del gen que codifica para la enzima en cuestion y una vez
gue este gen es traducido proteina se genera una variante de la misma pero con el cambio
del amino acido deseado. Por ejemplo, el cambio del triplete que codifica para Serina AGC
puede ser cambiado a GGC dando como resultado la mutante de Serina por Glicina (29).
Como consideracién general, un residuo neutro como lo es la Glicina podria no tener impacto
sobre una reaccion catalitica, independientemente de su contribucion a la conformacion de la
proteina, que como se comenté anteriormente la estructura entre estos dos aminoacidos solo

difiere en su grupo lateral (Figura 3).

(a)

Figura 4. Resultados de la perdida de actividad fosfolipasa (a) y actividad hemolitica (b) del
estudio realizado con la hemolisina de la bacteria Vibrio harveyi en su estado nativo (VHH) y
la mutante. (31).
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En un estudio realizado por Boguang Sun y colaboradores (31), en la hemolisina de Vibrio
harveyi (VHH) se demuestra que la sustitucion de una Glicina por Serina en la posicion 153
dio como resultado la pérdida total de la actividad catalitica de la enzima (Figura 4). Asi
mismo, se elimind por completo la capacidad hemolitica de la VHH. Adicionalmente, se
demostr6 que esta mutante de la VHH no presentaba toxicidad en un bioensayo realizado en
pez cebra. Por tanto la mutante podria considerarse como un componente de una vacuna

potencial contra V. harveyi.
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V. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Transformacién de Cepas E. Coli con el Constructo Ser153/Gly_LDH

La construccién de la mutante especifica (Serl53/Gly_LDH) se elaboré en colaboracion con
el Laboratorio de Biotecnoligia de la UNAM a partir de la secuencia codificante de la LDH
nativa (GenBank # BAA25328.1). A la secuencia se le agregd una etiqueta de Histidinas
(5xHis) en el extremo C-terminal de la proteina para facilitar su purificacion. El constructo se
insert6 en el plasmido pET28B, el cual contiene un gen que confiere resistencia a kanamicina.
La transformacién del constructo se llevé a cabo mediante el método de choque térmico
utilizando diferentes cepas quimicamente competentes de E. coli BL21: Rosetta 2, Star y Gold
(Tabla 2). El método consiste en lo siguiente: 50 uL de células quimicamente competentes se
colocaron en una cama de hielo para su descongelamiento. La suspensién bacteriana se
homogenizé suavemente para posteriormente afiadir un 1 pL del plasmido (concentracion de
0.1 pg/yL), la solucién se mezclé cuidadosamente y se incub6 en hielo por 10 minutos.
Después, la mezcla se sometié a un shock térmico (variacién de la temperatura) a 42°C
durante 1 minuto, una vez transcurrido este tiempo se regresé rapidamente al hielo y se dejo
reposar durante 2 minutos sin agitacién. Se agregaron 250 yL de medio Super Optimal Broth,
(SOC, por sus siglas en inglés: 20 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 4.8 g/L MgSO4,
3.603 g/L glucosa, 0.5g/L NaCl y 0.186 g/L KCI) mezclandose por agitacién con una

micropipeta y se incub6 durante 2 horas a 37 °C en un agitador orbital a 220 rpm.

Posteriormente se inocularon dos placas de agar Luria Bertani (15 g/L Agar, 10 g/L triptona,
5 g/L extracto de levadura y 0.5 g/L NaCl) y se les adicion6é kanamicina a una concentracion
final de 50 pyg/mL con 50 y 100 pL del cultivo por método de barrido masivo. Las placas se
incubaron durante toda la noche a una temperatura de 37 °C. Esto permite asegurar que se
cultivan Gnicamente las células de E. coli que contienen el plasmido de interés. La kanamicina

por tanto, actia como marcador de seleccion.

IV.2 Preparacion del In6éculo Bacteriano

Como base para la sobreexpresion de proteinas se utilizaron las placas inoculadas
previamente, se seleccionaron colonias aisladas para sembrar una nueva placa por el método
de estriado, incubdndose a una temperatura de 37 °C por 24 h. Posteriormente, se inoculd

una colonia aislada en un tubo de ensayo con 5mL de caldo Luria Bertani al que se le adicion6
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también kanamicina en una concentracion final de 25 pg/mL. El cultivo se incub6 por 16 horas

a 37 °C en un agitador orbital a 220 rpm. Se observé crecimiento bacteriano.

Tabla 2. Cepas de sobreexpresion de E. coli (41).

Aplicacion |Cepa Destacable Resistenci |Proveedor
a

Expresidn Rosetta— Combina la expresién|Kan, Tet, [ Novagen
con Gami de siete tRNAs raros en | Str, Cam
promotor T7 | 2(DE3) E.coli con la formacion

mejorada de puentes

disulfuro .

BL21(DE3) |Deficiente en las | Stratagene | Stratagene

proteasas Lon y OmpT
Clonajes Top 10 Buen rendimiento | Str Invitrogen
rutinarios plasmido. Insertos

estables.
Clonaje XL10 Gold |Aumenta la | Tet/Cam Stratagene
dificil transformacion de DNA

de gran tamano.

Deficiente en

endonucleasas y

sistemas de restriccion.
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IV.3 Sobreexpresion Recombinante de la mutante Ser153/Gly_LDH

IV.3.1 Cinética de Sobreexpresiéon

Se tomaron 500 pL del inéculo para adicionar a un matraz Erlenmeyer que contenia 100 mL
de caldo Luria Bertani con kanamicina (25 pg/mL) y se incub6 en un agitador orbital a 220 rpm
a 37 °C. Para comprobar que la bacteria se encuentra en su fase exponencial donde estara
ocurriendo la duplicacion celular (33), que es un factor necesario para que se lleve a cabo la
sobreexpresion, se monitoreo la densidad éptica en un espectrofotometro a una longitud de
onda de 600nm, teniendo como objetivo alcanzar una absorbancia de 0.6 unidades. Cuando
este valor fue alcanzado se tomaron 2 alicuotas para representar el t=0 y posteriormente se
afadio de isopropil- B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion final de 0.4mM
para inducir la sobreexpresion. A partir de este punto se tomaron alicuotas de 1.5 mL por
duplicado a diferentes tiempo post-induccion: 2, 4, 6 y 18 horas. El matraz permanecio
incubado a 37° C con una agitacion de 220 rpm durante este tiempo. Las células fueron
cosechadas por centrifugacion a 7000xg a una temperatura de 4° C por 20 minutos. Se

descart6 el sobrenadante y el paquete celular se almacend a -80°C hasta su uso.

Las células cosechadas en cada muestreo se resuspendieron en 200 pL de buffer Lisis
(Tabla 3) cada unay se lisaron por sonicacion (34) en una cama de hielo a 10 % de amplitud
10 pulsos por 10 segundos cada uno para permitir la extraccion de los compuestos
intracelulares. El homogenizado celular se centrifug6 a 16, 000 x g por 20 minutos a 4 °C para
separar las dos fases resultantes: fase soluble (compuesta por el sobrenadante) y la fase
insoluble (compuesta por el precipitado). Las dos fases de todas la muestras alas 0, 2,4,6y
18 horas post induccion (HPI) se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida sodio
en una concentracion del 12% en condiciones reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE) a
corriente constante 20 mA (35).

Esto se realiz6 con la finalidad de determinar el tiempo en el cual se obtiene la mayor
cantidad de proteina, y si ésta se sobre expresa en la fraccién soluble o insoluble del cultivo
bacteriano. Los geles fueron tefiidos con 0.25% Azul de Coomassie. Los geles se
documentaron por fotodocumentacion Biorad Gel-doc EZ en el laboratorio de Bioquimica del

Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la UNISON.
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IV.4 Preparacion de Extracto Crudo y Purificacién de Cuerpos de Inclusion

El andlisis electroforético de la sobreexpresidon mostré que la proteina se encontré en forma
de cuerpos de inclusion, es decir, en una forma inactiva e insoluble. Por lo tanto, se opt6 por

desarrollar protocolos para extraccion, solubilizacién y replegamiento de la enzima. Estos
protocolos se describen a continuacion.

Tabla 3. Composicién de buffer lisis

Composicion del buffer lisis (base a 100mL)

Tris HCI 50mM, pH 7.0 50mL (partiendo de un stock de 100mM)
Benzamidina 5mM 10mL (partiendo de un stock de 50mM)
NaCl 100mM 20mL (partiendo de un stock 500mM)
EDTA 5SmM SmL (partiendo de un stock 100mM)

Tabla 4. Composicién de buffer de lavado 1

Composicion del buffer de lavado 1 (base a 100mL)

Tris HCI 50mM, pH 7.0 50mL (partiendo de un stock de 100mM)
Tritén X-100 (2%) 2mL

DDT 5mM 80 miligramos

EDTA 5mM 5mL (partiendo de un stock 100mM)

IV.4.1 Extraccion de la mutante Ser153/Gly_LDH de Cuerpos de Inclusion

La extraccion se inicié a partir de la biomasa obtenida al final de la sobreexpresién de un
cultivo de 100 mL. La masa total obtenida (pellet bacteriano) fue de 3.0504 gr de los cuales

se tom6 1 gr de células bacterianas y se sometié a cuatro buffers para la extraccion de la
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mutante Ser153/Gly_LDH. Se utilizé un buffer lisis, un buffer de lavado 1, un buffer de lavado
2 (2 veces) y un buffer de extraccion (Tablas 3,4,5y 6) aunarazon de 4 mL c/u por cada gramo
de biomasa inicial. En cada etapa se resuspendi6 por sonicacion en hielo durante 10 segundos
por 6 ocasiones a una intensidad del 10%. Posteriormente cuando el botén de células
bacterianas se encontré resuspendida en el buffer, se centrifugd a 25, 000 x g por 20 minutos
a4 °C, después se recuperé el precipitado y se descart6 el sobrenadante; excepto en la Gltima
etapa (buffer de extraccion) en la cual se recuperé el sobrenadante en el que se encuentra la
LDH desnaturalizada en presencia de urea 8M. Se midié la concentracion de proteina
utilizando un espectrofotometro Nanodrop Thermo Scientific a 280 nm de longitud de onda.

Este protocolo se sigui6é de acuerdo a lo reportado por Tellechea-Robles, 2015. (39).

Tabla 5. Composicién de buffer de lavado 2

Composicion del buffer de lavado 2 (base a 100mL)
Tris HCI 50mM, pH 7.0 50mL (partiendo de un stock de 100mM)

DDT smM 80 miligramos
EDTA 5SmM SmL (partiendo de un stock 100mM)

Tabla 6. Composicion de buffer de extraccion

Composicion del buffer de extraccion (base a 100mL)
Tris HCI 50mM, pH 7.0 50mL (partiendo de un stock de 100mM)

Urea 8M 48 gramos
DDT 5mM 80 miligramos
EDTA 5mM SmL (partiendo de un stock 100mM)
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IV.4.2 Purificacion de la mutante Ser153/Gly_LDH por Cromatografia de Afinidad a
Metales (IMAC)

La Serl53/Gly_LDH se sobreexpreso en la fase insoluble o cuerpos de inclusion, durante el
proceso de extraccion se observaron un gran contenido de proteinas contaminantes. Esto
afecta significativamente la confianza de las determinaciones de la funcion de la enzima y por
lo tanto del efecto de cambio de la Serl53 por Gly. Por lo anterior, se procedié a realizar un
proceso de purificacién de la proteina antes de medir su actividad de fosfolipasa, esterasa y
hemolitica. El proceso de purificacion se realizé utilizando una columna de afinidad a metales
inmovilizados (HisTrap FF crude de 1 mL) en un equipo de cromatografia de baja presiéon
AKTA Prime (General Electric, Life Sciences). Se siguieron la recomendaciones del fabricante
durante todo el proceso de la purificacion. En resumen, se aplicaron 5 ml de la
Serl53/Gly_LDH desnaturalizada en en el bafer de extraccion o bufer A (Tris-HCI 50 mM pH
7.4, 500 mM NaCl, urea 8M). Las proteina unidas a la columna se eluyeron mediante un
gradiente lineal de bufer B (bufer A + 500 mM de imidazol). Durante la cromatografia se
mantuvo un flujo constante de 1mL/min, se monitore6 la absorbancia a una longitud de onda
de 280 nm y se colectaron fracciones de 3 mL. Las fracciones en la absorbancia fue mayor,
es decir, donde se encuentra a proteina unida inespecificamente o proteinas contaminantes,
se analizaron por SDS-PAGE al 12%. En aquellas fracciones en donde se encontr6 una banda
Unica con el peso esperado de 47kDa se mezclaron, se les midié concentracion de proteina y

fueron utilizadas para el replegamiento o renaturalizacion de la enzima.

IV.4.3 Replegamiento de la mutante Ser153/Gly_LDH Recombinante

Una vez purificada la Ser153/Gly_LDH esta aun se encuentra desnaturalizada y por lo tanto
inactiva, es decir, es necesario implementar un proceso de replegamiento in vitro para que la
enzima recupere su conformacion nativa y por lo tanto su funcion. Esto se llevé a cabo por un
proceso de dialisis con una membrana de nitrocelulosa con tamafio de poro de 8kDa
(Millipore). La dialisis consistio en disminuir gradualmente la concentracion de urea en pasos
escalonados empezando de 8 M, 4 M, 1 M hasta eliminar completamente la urea (Tablas 7, 8

y 9) de urea.
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Tabla 7. Composicién del buffer de urea 4M

Composicion del buffer de urea 4M (base a 500mL)
Urea 4M, pH 7.5 120 gramos
Tris base 50mM 50mL (partiendo de un stock 500mM)
EDTA 5mM SmL (partiendo de un stock 100mM)

Tabla 8. Composicién de buffer de urea 1M

Composicion del buffer de urea 1M (base a 500mL)
Urea 1M, pH 7.5 30 gramos
Tris base 50mM 50mL (partiendo de un stock 500mM)
EDTA 5mM SmL (partiendo de un stock 100mM)

En cada etapa se realizaron recambios de buffer de 250 mL c/u. Las condiciones se
establecieron a 4°C por 3 horas con agitacién constante de 100 rpm. Los ultimos dos
recambios del buffer 0 M de urea tuvieron una duracion por toda 10 horas. Al final se recupero
la solucion de la membrana y se centrifugé a 16, 000 x g durante 20 minutos a una
temperatura de 4°C, se recuperoé el sobrenadante y se almacen6 a 4°C para su uso posterior
(29). Todas la etapas del replegamiento se analizaron por SDS-PAGE. Esto con la finalidad
de determinar la integridad de la enzima, ya que se considera que una proteina que se

mantiene en solucion y por lo tanto su integridad estructural es la adecuada.
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Figura 5. Cromatograma tipico de la purificaciéon de la LDH. Lavado: F1 y F2. Uniones
inespecificas: F7 y F8. Uniones especificas (HDL): F9-F13. En el primer pico se observan las
uniones inespecificas, o proteinas contaminantes y en el segundo pico se encuentran las

uniones especificas, de la proteina unida correctamente a la columna.

IV.5 Ensayo de Actividad de Fosfolipasa

La actividad de Fosfolipasa A2 que mide la funcionalidad de la proteina se realiz6 mediante
un ensayo cualitativo en un medio Agar-Fosfatidilcolina (Agar-Agar 3%, Fosfatidilcolina 0.1%)
(opacof/translicido). Se hicieron 5 perforaciones (3 de muestra y 2 de control) en el medio,
donde se adicionaron diferentes cantidades de la mutante Ser153/Gy_LDH: 5 pg, 10 ug y 20
ug. Ademas como control positivo se utilizé la proteina LDH en su estado nativo de la cual se
agrego el volumen de 50uL a una concentracién de 5 pug y como control negativo se utilizaron
50 uL de buffer Tris HCI 50 mM pH 7.5. La actividad de la enzima se observé en los pozos
donde se forman halos claros a su alrededor que indican la hidrélisis de fosfatidilcolina a

lisofosfastidilcolina y/o lisofosfatidilcolina a glicerofosfatidilcolina (32).
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Tabla 9. Composicién de buffer de urea OM

Composicion del buffer de urea OM (base a 500mL)

Tris base 50mM, pH 7.5 50mL (partiendo de un stock 500mM)

EDTA 5SmM 5mL (partiendo de un stock 100mM)

IV.6 Ensayo de Actividad de Esterasa

Para analizar la actividad enzimética de tipo esterasa se utiliz6 como sustrato p-nitrofenil
laurato a una concentracion de 10 mM (36). Para ello se incubo la proteina (concentracion de
proteina en mg/ml) con una solucién buffer de actividad (Tris 50 mM pH 7.5) durante 5 minutos
a 37 °C, se agregaron 10 pL del sustrato (concentracion final 1 uM) y fosfatidilcolina a una
concentracion final de 0.001%. Posteriormente se registro la absorbancia por 3 minutos a una
longitud de onda de 410 nm (31). Una unidad de actividad de la fosfolipasa se define como la
cantidad de enzima necesaria para liberar un pmol de p-nitrofenol por minuto bajo las
condiciones de ensayo. Como control negativo de la reaccion se utilizé buffer Tris HCI (980
uL), p-nitrofenol laurato (10 pL) y lecitina (10 uL) . Por otro lado, se utilizé la LDH nativa (sin
mutaciones) como control positivo de la reaccibn a la misma concentracion que la
Ser153/Gly LDH.

IV.7 Ensayo de Actividad Hemolitica

Se utilizé6 sangre de humano, de la cual se extrajo el paquete eritrocitario mediante
centrifugacion y lavados (3 lavados) con una solucion salina estéril al 0.9% de NaCl. Durante
cada lavado las células fueron sedimentadas por centrifugacion a 150 x g durante 5 minutos
a temperatura ambiente de 24 °C y se desechd el sobrenadante. El paquete celular fue
resuspendido en una relacion 1:10 y después 1:20 con buffer TBS (TrisHCI 50 mM pH 7.4,

NaCl 155 mM). Se separaron las muestras (Tabla 10) y se incubaron a 37°C por 1 hora.

Después de transcurrido el periodo de incubacion se centrifugd a 900 x g por 10 min a
temperatura ambiente. Se recupero el sobrenadante y se midi6 la absorbancia a 540 nm. Los
resultados se expresaron como porcentaje de actividad hemolitica respecto al control positivo.

Como control positivo se realizé una lisis total de los eritrocitos utilizando el detergente Tween
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20 al 0.1 %, este resultado fue tomado como el 100% de actividad hemolitica (20), y como
control negativo a la actividad hemolitica se utilizaron eritrocitos incubados a 37°C en
presencia del buffer de reaccion (Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 155 mM).

Tabla 10. Muestras utilizadas para el ensayo de actividad hemolitica

Mutante $153/Gly LDH Volumen en (pL)

Sangre + Solucion Salina | 300 300 300
LDH S153/Gly (ug) 10 20 50
Lecitina (0.1%) 10 10 10
Buffer fosfato 680 670 640
LDH nativa Volumen en (pL)

Sangre + Solucion Salina | 300 300 300

LDH nativa (ug) 10 20 50
Lecitina (0.1%) 10 10 10
Buffer fosfato 680 670 640

Control positivo Volumen en (ul) Control negativo Volumen en (ul)
Sangre + Solucion | 300 Sangre + Solucion | 300

Salina Salina

Tween 20 0.01% 100 Lecitina (0.1%) 10

Buffer fosfato 600 Buffer Fosfato 640

Para comparar el efecto de la mutante Ser153/Gly_LDH sobre la actividad hemolitica se
utilizé la LDH en su estado nativo bajo las mismas condiciones descritas. La LDH en su estado
nativo fue amablemente proporcionada por Luis E. Vazquez Morado (estudiante de maestria
en ciencias de la salud).
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IV.8 Analisis Estadistico

Los resultados de actividad enzimatica y hemolitica de la mutante Ser153/Gly_LDH y de la
LDH nativa se analizaron estadisticamente utilizando un analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias. para datos no paramétricos mediante Kruskal-Wallis. Las diferencias entre grupos se
analizaron mediante una prueba de comparacion de medias (U de Mann Whitney). Se trabajo
con un intervalo de confianza del 95% (P<0.05). Estos analisis se realizaron en el paquete
estadistico SPSS ver 10.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Cinética de Sobreexpresién

El plasmido con el gen de la Ser153/Gly_LDH fue transformado en diferentes condiciones de
sobreexpresion, las cepas de E.coli que se utilizaron fueron: Rosetta 2, Star y Gold. De las
cuales se decidié usar Rosetta 2 debido a que esta cepa fue la que producia mayor cantidad
de proteina (intensidad de la banda observada) con el peso molecular esperado de
aproximadamente 47 kDa respecto a las otras 2 cepas utilizadas. Las concentraciones de
inductor IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) que se manejaron fueron 0.4 mMy 1mM,;
donde se opto por utilizar una concentracion final de sobreexpresion de 0.4 mM debido a que
era suficiente para expresar a la proteina. Y por ultimo se probaron diferentes temperaturas
de 25°C y 37°C, pero finalmente se decidié usar una temperatura de 37°C porque no se
observé un cambio significativo en la expresion de la proteina. Aun después de modificar las
condiciones, el resultado siempre fue el mismo, la proteina se sobre expresé en cuerpos de
inclusién en todas las repeticiones. Los geles de sobeexpresion (Figuras 5, 6, 7, 8, 9 y 10).
Asimismo, se realiz6é una cinética de sobreexpresion para determinar cuanto tiempo después
de la induccion se obtenia la mayor cantidad de la proteina de interés. Todas la fracciones
recolectadas (soluble e insoluble) a los diferentes tiempos (0, 2, 6 y 20 HPI) se analizaron
mediante SDS-PAGE 12%.

Se obtuvo como resultado que desde las 2 HPI (horas post induccion) la proteina se
sobreexpresaba en cantidades abundantes. Por cuestiones de optimizacion y reproducibilidad
de los futuros experimentos se opt6 por utilizar 6 HPI para obtener cantidades suficientes de
proteina para cumplir con los objetivos planteados (Figura 5). Resultados similares se
obtuvieron de la sobreexpresion de la LDH de V. alginolyticus donde la proteina se
sobreexpresé en una cepa de E.coli BL21, con Kanamicina como antibidtico de seleccién, a
una concentracion de 1 mM de inductor IPTG y a una temperatura de 25°C por 6 HPT.
Despueés se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE al 12% y se observo que la proteina también
se sobreexpresaba en la fraccion insoluble. De la misma manera, en un estudio realizado para
la mutante LDH de Vibrio harveyi, donde se sobreexpreso a la proteina en la cepa E.coli BL21
y como inductor IPTG a una concentracion, tiempo y temperatura desconocida se encontro
que esta se sobreexpresaba en cuerpos de inclusion. Por tanto podemos concluir que
independientemente de la cepa de E.coli de sobreexpresion utilizada, el resultado para las
proteinas LDH’s es el mismo. Donde tal vez, influyan o no factores como el tipo de inductor,

la temperatura, y el tiempo.
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En este reporte al igual que lo encontrado en el presente trabajo, se realizé un proceso de

purificacién y replegamiento de la enzima.
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Figura 6. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresion en la cepa de E.coli Rosetta
2. Se muestran las fracciones correspondientes al pellet (P) y sobrenadante (S) a las 0 (POH
y SOH), 4 (P4H y S4H) 6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una
temperatura de 37°C con una concentraciéon de IPTG 0.4mM. El gel se tifidé con azul de

Coomassie MPM, Marcador de peso molecular de amplio rango.
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Figura 7. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresion con la cepa de E.coli Gold.
Se muestran de las fracciones corridas P (pellet) y S (sobrenadante) a las 0 (POH y SOH), 4
(P4H y S4H) 6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) horas respectivamente. A una temperatura
de 37°C con una concentracion de IPTG 0.4mM. El gel se tifié con azul de Coomassie a 0.1%.
MPM, Marcador de peso molecular.
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Figura 8. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresion con la cepa E.coli Star. Se
muestran las fracciones del pellet (P) y sobrenadante ( S) a las 0 (POH y SOH), 4 (P4H y S4H)
6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una temperatura de 37°C con

una concentracion de IPTG 0.4mM. El gel se tifié con azul de Coomassie a 0.1%. MPM,

Marcador de peso molecular.

MPM POH P2H P6H P20H SOH S2H S6H  S20H

200 Kda

116
97

66 ."v '

45

31

21

14

Figura 9. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresion con la cepa E.coli Rosetta

2. Se muestran las fracciones del pellet (P) y sobrenadante ( S) alas 0 (POH y SOH), 4 (P4H
y S4H) 6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una temperatura de 37°C
con una concentraciéon de IPTG 1mM. El gel se tifié con azul de Coomassie a 0.1%. MPM,

Marcador de peso molecular.
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En funcidbn a estos resultados, se procedi6 a purificar los cuerpos de inclusion y
renaturalizar la enzima mediante los protocolos anteriormente descritos. Después de purificar
los cuerpos de inclusion se obtuvieron 4 mL de proteina en presencia de urea 8 M (forma
inactiva) a partir de 1 gr de biomasa (pellet bacteriano). A esta solucion se le midié
concentracion con el equipo Nanodrop (Thermo Scientific) y se ajusto6 la concentracion a 10
mg/mL. Cabe sefialar que a concentraciones superiores se ha reportado que el proceso de
replegamiento (renaturalizacién) in vitro no es eficiente y se precipita >80 % de la proteina
(29). Esta solucion que contenia la Ser153/Gly_LDH fue utilizada para la renaturalizacion o

replegamiento in vitro.
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Figura 10. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresion con la cepa E.coli Gold.
Se muestran las fracciones del pellet (P) y sobrenadante ( S) a las 0 (POH y SOH), 4 (P4H y
S4H) 6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una temperatura de 37°C
con una concentracion de IPTG 1mM. El gel se tifié con azul de Coomassie a 0.1%. MPM,

Marcador de peso molecular.
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Figura 11. Gel SDS-PAGE al 12% de la cinética de sobreexpresion con la cepa E.coli Star. Se
muestran las fracciones del pellet (P) y sobrenadante ( S) alas 0 (POH y SOH), 4 (P4H y S4H)
6 (P6H y S6H) y 20 (P20H y S20H) HPI, respectivamente. A una temperatura de 25°C con
una concentracion de IPTG 0.4mM. El gel se tifid con azul de Coomassie a 0.1%. MPM,

Marcador de peso molecular.

V.2 Replegamiento y Purificacion de la Mutante Ser153/Gly_LDH por Cromatografia de
Afinidad a Metales (IMAC)

A partir del extracto obtenido de la purificacion de cuerpos de inclusion la proteina fue
renaturalizada por el método de dialisis. Esto consistio en disminuir gradualmente la
concentracion de urea 8 M (agente cadtropico) hasta 0 M. El ultimo recambio de buffer (Tris
HCI 50 mM pH 7.5,) se realizé por duplicado para asegurar la mayor extraccion de urea del
medio. Cada una de las etapas de este procedimiento se monitoreé por SDS-PAGE al 12%
(Figura 8). En esta figura se observa la banda correspondiente al peso molecular esperado
(47 kDa) de la mutante Ser153/Gly_LDH en todas las fracciones. Esto indica que la proteina
se pleg6 correctamente ya que se mantuvo presente en solucién aun eliminando la urea del
altimo buffer (37).

Asimismo, se observa la presencia de una gran numero de bandas de proteinas

contaminantes proveniente de lisado bacteriano. Esta proteinas pueden interferir positiva o
negativamente en la funcion de la LDH. O bien, es posible que alguna de estas moléculas
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pueda presentar actividad catalitica que resulten falsos positivos 0 negativos durante los
ensayos de funcionalidad. Por lo tanto, se procedié a purificar la enzima antes de replegar, es
decir en presencia de urea 8 M, mediante cromatografia de afinidad a metales (IMAC)
utilizando una columna Hitrap-HP de 1mL (GE life sciences). Para lo cual se siguio el protocolo
descrito por el fabricante para un equipo de cromatografia de baja presion AKTA-Prime (GE,
life sciences). La pureza se determiné a homogeneidad en aquellas fracciones que solo
contenian una banda del peso molecular esperado para la Ser153/Gly_LDH (47 kDa) (Figura
9). Como se observa en esta figura se obtuvo una banda de correspondiente al peso molecular
de la enzima de interés en las fracciones F8 a F11. Por lo tanto, se logré purificar la
Serl53/Gly_LDH en presencia de urea 8 M. Estas fracciones se agruparon y se replegaron
con el procedimiento descrito. En el carril FR (Figura 9) se muestra una Unica banda en la
solucidn final del replegamiento (sin urea) del peso molecular esperado. Se obtuvieron 4 mL
a una concentracion de 0.2837 mg/mL. Esta solucion fue utilizada para los andlisis

posteriores.
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Figura 12. Replegamiento de la proteina mutante S153/G LDH antes de la purificacion
indicando las muestras corridas 8 M, 4 M, 1 M, 0 M (8, 4, 1 y 0 Molar de urea) respectivamente.
El gel (SDS-PAGE al 12%) se tifié con azul de Coomassie a 0.1%. MPM, Marcador de peso

molecular de amplio rango (Biorad).
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Figura 13. Gel SDS-PAGE al 12% de la purificacion por IMAC en condiciones
desnaturalizantes de la S153/G LDH. FS (fraccion soluble), FI (fraccién insoluble. Extracto
crudo), F1 (proteina no unida) , F8- 1 (proteina unida) y FR (fraccién replegada). El gel se tifié

con azul de Coomassie a 0.1%. MPM, Marcador de peso molecular de amplio rango (Biorad).

V.3 Ensayo de Actividad de Fosfolipasa

Una vez que la enzima fue purificada y replegada se determiné el efecto de la mutacién en el
residuo Serl53/Gly LDH de la LDH. Por lo tanto, se procedié a evaluar tanto la actividad
enzimatica (fosfolipasa y esterasa) como hemolitica de la enzima. El ensayo cualitativo de
actividad fosfolipasa consistié en la preparacion de un agar-agar al cual se le adicioné el
sustrato (fosfatidilcolina 0.1 %). Se agregaron 50uL de una solucibn con diferente
concentracion de la Ser153/Gly_LDH purificada como se muestra en la Tabla 11.

En el pozo que contenia la proteina LDH nativa se observé la formacion de dos halos, lo
cual indican la hidrdlisis del sustrato y por lo tanto que la enzima es activa (Figura 10). El
primer halo (flecha amarilla) corresponde a la actividad de la proteina como fosfolipasa A2,
mientras que el segundo corresponde a la actividad de la proteina como fosfolipasa tipo B
(flecha negra). Estos resultados son similares a lo reportado para LDH’s de este tipo de otras
especies de Vibrio patdégenas para camarén como son Vibrio harveyi (34) y Vibrio alginolyticus

(13). Donde en el ensayo actividad de fosfolipasa de la LDH de Vibrio harveyi en agar LB
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adicionado con yema de huevo se observo la formacion de halos de actividad en la proteina
nativa, mientras que con la mutante no se observo. De la misma manera, en el estudio de la
LDH de Vibrio alginolyticus en agar adicionado con yema de huevo, la proteina nativa mostro
la formacion de halos de actividad, mientras que los pozos con el control negativo, y la enzima
desnaturalizada no se observaron. Concluyendo entonces, que la formacién de halos es

caracteristico a la actividad de fosfolipasa de las proteinas LDH’s.

Tabla 11. Disefio del ensayo de actividad de fosfolipasa.

Pozo Contenido Mg/uL
1 Control positivo LDH nativa 5

2 LDH S153/Gly 5

3 LDH S153/Gly 10

4 LDH S153/Gly 20

5 Control negativo | Buffer Tris HCI 50mM

En los pozos donde se encontraba la mutante Ser153/Gly_LDH (2 al 4) y el control negativo
(pozo 5) no se observo formacion de halos después de 24 horas de incubacion. Se prolong6
el tiempo de incubacion por 72 horas para descartar que la enzima tuviese una baja actividad
enzimatica. Por lo tanto, la mutante especifica Ser153/Gly_LDH no mostrd actividad de
fosfolipasa mediante este ensayo. Se ha reportado el residuo de Serina en el sitio activo en
las hemolisinas termolabiles de otras especies de Vibrio también es esencial para su actividad

enzimatica.

Por ejemplo, se demostré que el cambio de Serina por Glicina hemolisina de Vibrio harveyi
(que también es patdgena para camardn) causa una pérdida de la actividad de fosfolipasa en
ensayos con geles de agar/lecitina (31). Estos autores concluyeron que el cambio de un solo
residuo (Serina/Glicina) del sitio activo era suficiente para que la enzima se volviera inactiva.
Cabe sefialar que los experimentos realizados por estos investigadores y los presentados en
esta tesis son cualitativos, por lo que no se puede determinar con precision y suficiente

sensibilidad si existe actividad residual de la enzima modificada. Por lo tanto, se procedio a
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realizar un ensayo espectrofotométrico y cuantitativo utilizando el sustrato para esterasas 4-

p-nitro fenilaurato como sustrato.

Figura 14. Actividad de fosfolipasa de la LDH en una placa de Petri con medio Agar-
Fosfatidilcolina. Las flechas indican la presencia de los halos de actividad de la proteina en su
estado nativo. La flecha amarilla sefiala el halo correspondiente a la hidrolisis de la
fosfatidilcolina a lisofosfatidilcolina, mientras que la flecha negra sefiala el halo de hidrolisis de
la lisofosfatidilcolina a glicerofosfatidilcolina. En el pozo 1, se adicion6 la LDH nativa (5 pg),
pozo 2-4 (Serl53/Gly_LDH 5, 10y 20 ug) y en el pozo 5 (control negativo, Tris-HCI 50 mM pH
7.4).

El p-nitrofenil laurato es un compuesto fendélico que tiene un atomo de nitr6geno en la
posicion opuesta del grupo hidroxilo en el anillo de benceno (40). La presencia de enzimas
con capacidad de hidrolizar el enlace éster entre el nitro-fenol y el acido graso genera la
aparicion de una coloraciéon amarilla, la cual se puede cuantificar monitoreando la absorbancia
a 410 nm. En la Figura 11 se muestra una grafica tipica (absorbancia a 410 nm vs tiempo)
del ensayo de actividad de esterasa de la LDH nativa. Se observa un aumento en la
absorbancia como producto de la hidrolisis de sustrato por efecto de la actividad enziméatica
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de la LDH nativa (circulos). Mientras que en las reacciones donde se agregd la
Serl153/Gly_LDH (cuadrados) no se observa un aumento de la absorbancia, lo que indica que
la enzima no fue capaz de hidrolizar el sustrato. Los valores de absorbancia permanecieron
con el mismo comportamiento que el blanco de la reaccién (triangulos). Para determinar si
existia un efecto de la cantidad de enzima en la reaccién se realizaron varios ensayos en los
que se aumento la cantidad de la Ser153/Gly_LDH en el ensayo (8, 11, 28 ug de proteina)
como se muestra en la Figura 12. En esta gréfica los resultados se expresan como porcentaje

de actividad residual tomando como el 100% la actividad de la LDH nativa.
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Figura 15. Actividad de esterasa de la LDH en su estado nativo (circulos) y la S153/Gly_LDH
(triangulos). Como control negativo se utilizé buffer Tris-HCI 50 mM pH 7.5. En ambas

muestras se agregaron 8 g de proteina.

En las tres cantidades evaluadas se observé una actividad residual de esteresa <3 %,
lo que indica una disminucién drastica en la funcion catalitica de la Ser153/Gly_LDH. Es decir,
el residuo de Serina en la posicion 153 de la LDH de Vibrio parahaemolyticus desempefia un
rol importante durante la catalisis enziméatica. Este resultado es consistente con lo observado
en los experimentos cualitativos de actividad fosfolipasa aqui reportados y con los descrito
para la LDH de Vibrio harveyi. Donde la hemolisina se sobreexpreso en E. coli BL21 indujo la
sobreexpresion con isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) a una concentraciéon
desconocida, y se purifico por cromatografia de afinidad a metales. Posteriormente para los
ensayos de actividad fosfolipasa cualitativamente se utiliz6 agar LB suplementado con yema
de huevo (31).
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Figura 16. Actividad enzimatica de diferentes cantidades de la Serl53/Gly LDH. Los
resultados se expresan en porcentaje de actividad residual comparado con la LDH nativa. Se
muestra el promedio de tres repeticiones de cada ensayo y la desviacion estandar. Letras

diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

X.4 Ensayo de Actividad Hemolitica

La hidrdlisis de la fosfatidilcolina da como producto a la lisofosfatidilcolina, el cual es el
encargado de producir hemdlisis debido a que actia como detergente formando poros en las
membranas celulares de los eritrocitos del camaron. Para medir la actividad hemolitica de la
mutante se utilizaron eritrocitos humanos, los cuales fueron lavados con solucion salina y
extraidos por centrifugacion para ser incubados con la proteina LDH nativa a una
concentracion de 20 pg/uL y la mutante Ser153/Gly_LDH a la misma concentracion 20 pg/uL.
Del porcentaje de hemdlisis que se obtuvo se midi6 la hemoglobina liberada al medio. En la
Figura 13 se muestran los resultados de los ensayos de actividad hemolitica, los cuales se
expresaron como porcentaje de actividad respecto al control positivo conformado por el

detergente TWEEN 20 al 0.5% el cual se tomé como 100% de hemolisis.

La LDH nativa mostré un porcentaje de 80% de hemdlisis lo que nos indica que la proteina
en su estado nativo se encuentra activa y funcional. Al contrario de la mutante S153/Gly_LDH

present6 una actividad hemolitica <1%. Por lo tanto, el cambio del residuo de Serina en la
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posicién 153 por Glicina de la LDH causa una disminucion drastica de la actividad hemolitica.
La pérdida de la actividad hemolitica son consistentes con los observado en los ensayos de
actividad enzimética (fosfolipasa y esterasa).
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Figura 17. Efecto de la mutante Ser153/Gly_LDH sobre la actividad hemolitica de la LDH. Los
resultados se muestran como porcentaje de hemolisis tomando como 100 % el Tween 20.
Como control negativo se utilizé el buffer en el que se encuentra disuelta ambas enzimas y el
Tween 20. Se muestra el promedio de tres repeticiones y su desviacion estandar. Letras

diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

En conjunto, estos resultados indican que la Serina 153 es parte del sitio activo de la
enzima y ademas es uno aminoacido esencial para la funcionalidad de la LDH de Vibrio
parahaemolyticus. Si bien los resultados de actividad de fosfolipasa son similares a lo
reportado para la hemolisina termolabil de Vibrio harveyi (31), cabe sefialar que en el presente
se profundizé en evaluar el efecto de esta mutacion a nivel cuantitativo tanto enzimatica como

a nivel de dafio celular (eritrocitos de humano).
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VI. CONCLUSIONES

Se demostr6 que el cambio del residuo del aminoacido Serina por Glicina en la posicién 153
de la LDH de Vibrio parahaemolyticus causa una disminucion significativa y practicamente
total tanto en la actividad enzimética como hemolitica de la enzima. Por lo tanto, la Serina 153
desempenfa un papel esencial en el sitio catalitico durante la funcién de la LDH. Ademas, se
establecieron las condiciones de sobreexpresién funcionales para la transformacion vy
produccién de la mutante Ser153/Gly_LDH.
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VII. RECOMENDACIONES

e Determinar el efecto de la mutante Serl53/Gly_LDH la actividad hemolitica de la
utilizando hemocitos de camaron.

e Evaluar in vivo el efecto de la mutante Serl53/Gly_LDH sobre la toxicidad mediante

un bioensayo con camarones.
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