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Antecedentes

Antecedentes generales
En la familia del género Yersinia existen once especies, entre las cuales se

pueden hallar cepas patdgenas para los peces, algunas ambientales, y otras que
son patdgenas para los humanos (Hall et al., 2015). Crecen 6ptimamente a 28 °C.
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Fig 1. Ruta de infeccion de Yersinia. La peste neumédnica se transmite de persona a persona a

aerosoles generados artificialmente. Y. enterocolitica y Y.

través de pulgas o por
pseudotuberculosis se ingieren e ingresan al sistema linfatico a través de las células M del

intestino delgado (Wren 2003).

La peste es una enfermedad no erradicada y reemergente, tiene presencia en
Africa, Asia y América. Los brotes mas importantes de Africa se encuentran en
Madagascar, la Republica Democratica del Congo y Uganda. En Asia, es China,
Indonesia. En Ameérica, el foco principal esta en Peru, seguido por Estados

Unidos. (L'institute Pasteur, 2017).

Yersinia pestis, causante de la peste, tiene tres subgrupos reconocidos: antiqua,

mediaevalis y orientalis; las cuales reciben su nombre por asociacion a cada una



de las tres pandemias acontecidas histéricamente, ademas de diferenciarse por

su capacidad para fermentar glicerol y reducir el nitrato (Wren, 2013).

Tal parece ser que Y. pestis, es el sucesor evolucionado de Y. pseudotuberculosis
(Wren, 2013). Dicha evolucion se correlaciona con la adquisicion de la capacidad
de transmitirse a los humanos mediante la picadura de pulgas infectadas que
viajan en el pelaje de las ratas. Ya dentro del cuerpo se suele diseminar a los
ganglios linfaticos a través de los macréfagos, provocando inflamacién, edema,
hemorragia y dolor en el sitio dando la apariencia caracteristica del bubén. Si la
infeccion progresa a los pulmones, se desarrolla la peste neumédnica, que es

altamente infecciosa y rapidamente fatal (Wren, 2013).

La especie de Y. enterocolitica consta de sesenta serotipos, de los cuales, solo
once se han asociado con la enfermedad en humanos, y unicamente tres se
consideran los agentes causantes de la yersiniosis en América, y varian segun la

geografia (Merrell et al., 2002).

Es una zoonosis muy comun en el ganado, y los seres humanos se contagian tras
el consumo de agua o alimentos contaminados (Wren, 2013). Después de la
ingestidon, las bacterias se alojan en el intestino delgado, desde donde se
diseminan a las placas de Peyer, luego migran a los ganglios linfaticos
mesentéricos y posteriormente al higado y el bazo, donde inician la replicacion
(Lian et al.,, 1987). Después de la multiplicacién, se produce una rapida
inflamacion, que da lugar a los sintomas asociados con la gastroenteritis (Lian et
al., 1987).

Yersinia pseudotuberculosis es un cocobacilo Gram negativo, pequefio,
pleomérfico, que se tifie bipolarmente; no forma capsula y es anaerobio
facultativo. Las colonias son pequefas, redondeadas, con centro elevado,
finamente granulares, translucidas, con bordes lisos y de amarillo opaco. En
medios liquidos crece produciendo turbidez y sedimento. De acuerdo con la
presencia de elementos de las islas de patogenicidad HPI (Fukushima et al.,

2001). Se puede clasificar en 14 biotipos, de los cuales 5 son patdégenos



incluyendo 1 que contiene una isla de patogenicidad cromosdémica HPI completa
e intacta (Tsubokura y Aleksi¢, 1995)

Se encuentra en muchas especies animales en las que puede causar una
infeccion sintomatica y, a veces, la muerte, especialmente en liebres y monos. Su
reservorio principal se da en roedores, y se transmite al humano por consumo de
alimentos contaminados (L’institute Pasteur, 2017). Provoca gastroenteritis aguda,
linfadenitis mesentérica y enfermedades diarreicas caracterizadas por fiebre y

dolor abdominal intenso (Lian et al., 1987).

Factores de virulencia

Se sabe que los genomas de Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis y Y. pestis,
son 97% idénticos (Galindo et al., 2011). Las mas alejadas filogenéticamente
hablando de las tres serian Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis, por lo que su
grado de patogenicidad varia considerablemente; sin embargo, generan
enfermedades parecidas; asimismo, comparten un sistema de secrecion de tipo
[ll, y moléculas de adhesion fundamentales para el establecimiento y progresion
de la infeccion (Linstitute Pasteur, 2017). La combinacién de todas estas
similitudes y diferencias podrian ser la causa de las distintas rutas de infeccion,

tipos de infecciones y gravedad de la enfermedad.
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Fig 2. Modelo de la evolucién de especies de Yersinia. Las Yersiniae no patégenas adquieren

el plasmido de virulencia pYV., luego Y. enterocolitica diverge de Y. pseudotuberculosis, la cual
adquiere la capacidad de parasitar insectos y formar biopeliculas en los huéspedes para

evolucionar a Y. pestis mediante la adquisicion de los plasmidos pPla, pMT1 y HPI (Wren 2003).

Hay dos tipos de factores de virulencia que desempefan un papel en la
patogénesis del género Yersinia de naturaleza cromosomica o plasmidica. La isla
cromosomica de alta patogenicidad (HPI), de adquisicibn mas reciente, es uno de
varios elementos que contribuyen al incremento en su virulencia con respecto a
las cepas que le dieron origen (Pelludat et al., 1998). La HPI contiene cinco
genes: psn, irp1, irp2, ybtP e ybtQ (Rakin et al., 1999), los cuales codifican para
proteinas sintasas, reguladoras y transportadoras del sider6foro yersiniabactina,
un compuesto secuestrador de hierro de bajo peso molecular (Gehring et al.,
1988).

Los 3 principales plasmidos importantes para la virulencia son: pYV / YPT, pPst/
pPCP1 y pMT1 / pFra (Chain et al., 2004). Los dos ultimos fueron adquiridos
horizontalmente, los cuales tienen un papel crucial en la apariciéon de la peste
transmitida por pulgas (Sebbane et al., 2006 y 2009), ya que codifican para un
activador del plasmindgeno, la toxina murina y la pseudocapsula F1 (Pradel et al.,
2014 y Chen et al., 2016). El restante pYV, es de aproximadamente 70 kpb, que
aporta las actividades anti-fagociticas e inmunosupresoras (Heise y Dersch, 2006
y Chen et al., 2016) también codifica para la invasina YadA y para un sistema de
secrecion tipo Il (Cornelis et al., 1989 y Reinhardt et al., 2018), importantes para
la colonizacién y translocacion de efectores. (Galindo et al., 2011, Kirjavainen et
al., 2013 y Amphlett, 2015).

El sistema de secrecion tipo 3 (T3SS), consta de un inyectisoma que abarca las
membranas bacterianas interna y externa, el cual transloca a las proteinas
efectoras (Yops) a través de una aguja formada por YscF, que se acopla
directamente a la célula huésped (Cornelis et al.,, 1989), gracias a que las
proteinas YopB y YopD forman un poro en la membrana plasmatica de la célula

huésped; mientras que, las proteinas chaperonas citosolicas YscE e YscG



tansportan las subunidades para el ensamblaje de toda la maquinaria (Cornelis et
al., 1989 y 2002; Quinaud et al., 2005 y Trosky et al., 2008). El aumento gradual
hasta 37 °C dentro del huésped induce la expresion de factores de virulencia para
la invasion de células epiteliales, la regulacion de la adherencia su
establecimiento dentro de los ganglios linfaticos y la evasién inmunoldégica, tales
como la proteina Ail / OmpX, el regulador de virulencia A (RovA), la
Yersinia-proteina moduladora (YmoA) y la proteina estructurante nucleoide similar
a histona (H-NS) (Revell y Miller, 2000), las citocinas AraC y LcrF (Chen et al.,
2016), la sintesis del aparato de secrecién de Ysc y la posterior translocacion de

su carga especifica (Guo y Gross, 2014).
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Fig 3. Mecanismos de accion de los efectores enteropatégenos Ysc T3SS (Yops) sobre la
sefalizacion y la supervivencia de la célula huésped. La invasina se une a las B1-integrinas, y se
realiza la insercion del inyectosoma T3SS. Luego, las Yops se translocan a través de la membrana
plasmatica del huésped y hacia el citoplasma, donde interactian con el citoesqueleto y las

moléculas de sefnalizacion de la célula huésped. (Galindo et al., 2011).



Proteinas de respuesta al estrés

La mayoria de los factores de estrés son desnaturalizantes proteicos, por lo que
es natural pensar en la existencia de una contra respuesta a este tipo de estrés
para corregir proteinas mal plegadas y asegurar su correcto funcionamiento
dentro de la célula procurando la supervivencia. Dicha funcion es ejecutada por

proteinas denominadas chaperonas moleculares, muchas de las cuales participan
en la adaptacion a la temperatura del ambiente, tanto temperaturas bajas, como

altas. (Hemmingsen et al., 1988).

Mientras que las proteinas de choque frio (CSP) se sintetizan para superar los
efectos nocivos de bajas temperaturas (Phadtare et al.,1999); las proteinas de
choque térmico (HSP) estan involucrados en una amplia gama de procesos
celulares, como la degradacion y plegamiento de proteinas desnaturalizadas, el
trafico intracelular, la modulacién de las vias de sefalizacién y la regulacién de las

respuestas inmunitarias (Craig, 1993).

Fig 4. La Hsp 70 y la Hsp 60 en el plegamiento de proteinas. La Hsp70 citosdlica (roja) se une
a cadenas nacientes de RNA en los ribosomas. (Arriba Via 1) Las proteinas importadas a las
mitocondrias se unen a la Hsp70 mitocondrial (verde) al ingresar a la matriz y luego pasan a la
Hsp60 (azul) donde tiene lugar el plegamiento. (Abajo Via 2) Hsp60 (azul) puede ayudar a plegar

proteinas citosdlicas (Craig 1993).



Transportador ABC

Los transportadores de cassette con unién a ATP (ABC) constituyen una
superfamilia de proteinas integrales de membrana responsables del
desplazamiento de sustratos (Rees et al., 2009). Trasloca un amplio espectro de
sustratos que incluyen aminoacidos, azucares, iones y conjugados de metales
pesados, péptidos, lipidos, polisacaridos, xenobidticos y farmacos
quimioterapéuticos (Wu et al.,, 2019). Ademas de ser importadores o
exportadores, se estima que estan integrados en sistemas que participan en la

reparacion del ADN y el mantenimiento de los cromosomas (Rees et al., 2009).

La estructura de este tipo de transportadores estda muy conservada en los
organismos (Wu et al.,, 2019). Consta de subunidades periplasmicas, dos
dominios transmembrana (TMD), y una ATPasa comprendida en dos dominios de
unién a nucledtidos citosdélicos (NBD) (Rees et al., 2009). Generalmente, dichos
componentes se codifican como polipéptidos separados y se fusionan en

proteinas multidominio (Linton y Higgins, 2007; Beek et al., 2014).

El transporte es un ciclo iniciado por la unién del sustrato a los TMD, que luego se
transmite a los NBD, iniciando asi la hidrélisis del ATP y permitiendo una rotacién
de los TMD. Al liberarse ADP se desestabiliza la conformacién de dimero cerrado
y posteriormente se restaura el ciclo regresando a su configuracién de dimero
abierto (Wu et al., 2019). Légicamente, con la union del sustrato al transportador
debe iniciar el ciclo de transporte; de lo contrario, la unién y la hidrdlisis del ATP
se produciran independientemente del transporte y el ciclo sera inutil (Linton y
Higgins, 2007).
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Fig 5. Estructura general de un transportador completo ABC. Casete de union a ATP (ABC) y
el modelo de interruptor de ATP para el mecanismo de transporte de los transportadores ABC (Wu
et al., 2011).

Los importadores ABC de Tipo | y Il deben llevar a cabo un paso extra, ya que
depende de proteinas de unién a sustrato (SBP) para la captura inicial del
polimero (Beek et al., 2014). Como ejemplo de este tipo de transportadores
tenemos al MalEFGK 2 de E. coli, uno de los importadores de Tipo | mejor

caracterizados.

Las SBP son muy utiles para muchas bacterias, para la adquisicidon selectiva de
compuestos y nutrientes especificos, debido a que cuentan con un sitio de unién
al ligando de alta afinidad bien definido; ademas tienen la capacidad de adoptar
conformaciones distintas, ya sea libres o unidas a ligandos, lo que les confiere

una gran amplitud de movimiento para su adaptacién a una variedad de sustratos.

Fig 6. Reordenamientos en MBP tras la uniéon del sustrato. (A) En la forma sin sustrato (B)

Tras la unién del sustrato cuando la cavidad se ocluye (Beek et al., 2014).

Los cambios conformacionales de las SBP pueden servir como un interruptor para
iniciar el proceso de transporte, asi como para favorecer la exclusién de sustratos

no afines. Aunque las SBP tienen multiples conformaciones distintas unidas a
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ligando; los dominios transmembranales solo pueden interactuar con algunas de
sus conformaciones cerradas. La presencia de dos “pokets” de unién
complementarios consecutivos, uno en la SBP y otro en el translocador, explica la
especificidad del transporte ocurre a través de un mecanismo, en el que un
sustrato puede ser rechazado incluso si ha sido ligado por la SBP (Boer et al.,
2019).

Antecedentes especificos

Se conoce muy bien el proceso de “foldeo” o plegamiento que llevan a cabo las
proteinas de choque térmico dentro del citoplasma. Sin embargo, este mecanismo
de proteostasis interno, no es aplicable al que podria haber en el entorno extra
citoplasmatico, debido a que no hay ATP, es un entorno altamente oxidante
ademas de que se encuentra separado del exterior por unicamente una fina
membrana porosa, por lo que resulta especialmente susceptible a cambios en el

exterior.

Recientemente ha surgido una nueva clase de proteinas periplasmicas con
actividad de tipo chaperona (Duguay et al., 2004). La primera de estas proteinas
que se identifica en E. coli es Skp, de la cual originalmente se penso6 que era una
proteina similar a las histonas; también las rotamasas, PpiD, SurA y FkpA, y la
proteasa DegP / DsbG. Esto es un indicio de que algunas proteinas tienen una
funcidn doble, siendo que bajo estrés su traduccion se encuentre estable o
incluso elevada en comparacion con otras (Sucec et al., 2021). Aunado a lo
anterior, ninguna de las chaperonas moleculares citoplasmaticas clasicas como
GroEL y DnaK, han sido identificadas en el periplasma, por lo que se han
estudiado algunas proteinas de union a sustrato periplasmico, ya que son
abundantes en la zona y podrian presentar la caracteristica de ser bifuncionales
(Kim et al., 2021).

Se ha demostrado que algunas SBP tienen actividades de chaperona, como la
proteina de union a oligopéptidos OppA vy la proteina de unién a maltosa MalE de
E. coli, asi como la proteina de unién a galactosa MgIB de Salmonella

typhimurium (Matsuzaki et al., 1998). Con esta informacién se plantea en el
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presente trabajo entender la posible respuesta al estrés que tiene Y.
pseudotuberculosis mediante la accidn de tipo chaperona de la proteina receptora

del sistema importador Opp.

OppA tiene preferencia por polipéptidos de mas de 2 residuos, y aunque se
puede unir con cadenas de hasta 35 residuos, sélo una conformacion cerrada
unica del complejo SBP OppA es capaz de interaccionar con la porcidon
translocadora de la permeasa de Opp. Es decir, multiples conformaciones de SBP
pueden activar el transporte, no todos los estados conformacionales de SBP

parecen proporcionar la sefial para facilitar el transporte (Doeven et al., 2004).

Se ha visto que el grupo a-amino del ligando esta anclado con el residuo Asp de
la SBP en posicidén 419 a través de una interaccion de par iénico (Sleigh et al.,
1997), mientras que otro estudio reveld6 que, su grupo a-carboxilato forma
interacciones variadas mediadas por agua con residuos aminoacidicos del sitio de
unién clave: Glu32, Val34, Tyr109, Asn246, Asn247, Arg404, His405, Arg413,
Ala415, Trp416, Cys417, Asp419 y Thr438, siendo estos pertenecientes a la
hendidura hidrofébica cerca de la region (Escobar et al., 2020).

TYR109

AFG413

RIS shiar

Fig 7. Proteina OppA de 45 kDa.. formada por dos l6bulos con unidades Baf estructurales

secundarias y una bisagra flexible entre los dos I6bulos donde se encuentra la hendidura de unién
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al sustrato. A) Estructura de la proteina OppA (verde) unida al péptido tri-lisina (rojo) dénde se
encuentra la hendidura hidrofébica de unidon al sustrato. B) Los residuos clave etiquetados
(Escobar et al., 2020).

La OppA de Y. pseudotuberculosis ha demostrado tener capacidad para replegar
proteinas desnaturalizadas por clorhidrato de guanidina y urea. Al parecer, la
hendidura hidréfoba de esta proteina periplasmica es una caracteristica en comun
que tiene con las chaperonas verdaderas (GroEL y DnaK); aunque, de un tamano
mas reducido, lo cual podria explicar sus limitaciones para esta actividad
(Escobar et al., 2020).

Planteamiento del problema

La proteina periplasmatica OppA de Yersinia pseudotuberculosis es parte
esencial del sistema de transporte de oligopéptidos (Opp), pero también ha
demostrado tener una actividad tipo chaperona, lo cual parece esencial en esta

zona desprovista de otras chaperoninas renaturalizantes.

Justificacion

Aun no es claro como ocurre el fendmeno de renaturalizacion de proteinas en el
espacio periplasmico de bacterias Gram negativas. No obstante, se sabe que
OppA tiene gran versatilidad de interaccion con sustratos de diferentes longitudes
dada por su region de bisagra flexible, la cual le permite un amplio rango de
angulo de apertura, es por eso que resulta importante realizar un analisis
bioinformatico y mas ensayos experimentales que nos permitan dilucidar de forma

mas concreta la actividad de OppA.

Hipétesis

Bajo estrés térmico, los niveles de la proteina OppA de Yersinia
pseudotuberculosis se mantienen estables, debido a que tiene actividad tipo
chaperona y se une a las regiones hidréfobas que exponen las proteinas

desnaturalizadas para apoyarlas en su refoldeo.
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Objetivo general

Analizar la actividad tipo chaperona de la proteina OppA de Yersinia

pseudotuberculosis

Objetivos especificos

e Determinar las regiones de unién entre proteinas (OppA-ligando)

e Disenar y optimizar los ligandos a utilizar

e Realizar los acoplamientos moleculares mediante programas
bioinformaticos

e Analizar las interacciones del complejo ligando-receptor

e Purificar la proteina OppA

e Probar la funcibn de chaperona de OppA con la enzima Kpnl

desnaturalizada

Material y Métodos

Para el estudio bioinformatico:

Se buscara en la base de datos del Protein Data Bank las estructuras cristalinas
de las proteinas a utilizar para determinar los sitios de posible contacto inicial, se
realizaran acoplamientos proteina-proteina con los servidores en linea HDOCK y
GRAMM-X (Yan et al., 2020; Tovchigrechko et al., 2006).

Nombre Organismo PDB Referencia (DOI)
OppA Yersinia pestis 2723 10.2210/pdb2223/pdb
a-glucosidasa Saccharomyces cerevisiae 3aj7 10.2210/pdb3AJ7/pdb
LDH-A Oryctolagus cuniculus 6P6U | 10.2210/pdb6p6u/pdb
EcoRI Escherichia coli 1ERI 10.2210/pdb1eri/pdb



http://dx.doi.org/10.2210/pdb2z23/pdb
http://doi.org/10.2210/pdb3AJ7/pdb
http://dx.doi.org/10.2210/pdb6p6u/pdb
http://dx.doi.org/10.2210/pdb1eri/pdb

14

THG Geotrichum candidum 1TRH [ 10.2210/pdb1trh/pdb

A partir de la localizacibn de los sitios de interaccion, con el programa
UCSF-Chimera (Pettersen et al., 2004), se seleccionaran y obtendran 5 ligandos
de cada proteina modelo: MAL-12, LDH-A, EcoRl y THG. Para evaluar la
interaccién de los oligopéptidos obtenidos con la proteina OppA, se haran

acoplamientos moleculares mediante AutoDock Vina (Trott et al., 2010).
El analisis de interacciones del complejo ligando-receptor y esquemas
bidimensionales de complejos con estructura 3D se realizaran en el software de

LigProt (Wallace et al., 1995).

Para el estudio experimental:

Nombre Descripcion Referencia

BL21- pEXP-OppA | Cepa de E. coli con derivado de | Escobar et al., 2020
pEXP5-CT/TOPO contiene al gen
oppA de Y. pseudotuberculosis
YPIII

Kpnl Enzima de digestion para ADN Sigma-Aldrich®

La induccion de la expresion de las proteinas recombinantes sera a partir de las
cepas de E. coli BL21(pLys) con OppA, obtenidas de la coleccién del laboratorio
de Fisiologia Microbiana (Escobar, 2020). Se realizara la resiembra de ambas
cepas en medio LB y se incubaran a 37 °C, con previo precultivo durante 14h,
para posteriormente inocular 200 mL de caldo Luria Bertani, suplementado con
ampicilina 100 ug/ml. Los 200 mL se pondran en un matraz de medio litro y se
incubara a 37 °C con agitacion constante a 170 rpm. Cuando alcance una DOg,,
de 0.5 se le adicionara IPTG (Invitrogen ®, USA) a una concentracion final de
0.15 mM para inducir la expresion de las proteina OppA (Escobar, 2020). Se
seguira incubando hasta alcanzar una DOg, de 1.



http://dx.doi.org/10.2210/pdb1trh/pdb
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Para obtener las células bacterianas el cultivo se centrifugara a 14 000 rpm, se
recuperara la pastilla, la cual sera lavada con PBS y congelada a -70 °C toda la
noche. La pastilla se suspendera en buffer de lisis (20 mM Tris, 0.5% glicerol,
0.1% B-mercaptoetanol (BME), 1 mg/mL de lisozima, pH 7.5), se incubara a 37 °C
durante 30 minutos, y luego se sonicara a 40% de amplitud, 1.5 minutos, con
pulsos de 8 segundos, y se repetira hasta obtener una suspension lo mas clara

posible, el lisado se centrifugara a 12 000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Se realizara un corrimiento electroforético de proteinas totales por SDS-PAGE
10%. Se cuantificara la concentracidn de proteinas por medio de la técnica de
tincion de proteinas en solucion por la técnica de Bradford y se agregaran 30 ug
de proteinas totales a cada pozo, se terminaran de desnaturalizar en buffer de
corrida y calentamiento a ebullicion durante 7 minutos, se realizara la carga a los
pozos Y se iniciara el corrimiento electroforético a 70 volts hasta pasar la linea del
gel concentrador, luego se subira a 100 volts hasta finalizar el corrimiento. El gel
sera tedAido durante 30 minutos con una solucion de azul de Coomasie y
posteriormente se dejara alrededor de 1h en solucién de destefiido con cambios

constantes hasta observar las bandas proteicas.

Posteriormente, el lisado sera sometido a cromatografia de afinidad en
condiciones nativas con la resina Ni-NTA (Invitrogen ®). A 1 ml de la suspension
de la resina al 50 % se afadiran 4 ml de tampdn de unién 1X Ni-NTA y mezclando
suavemente. Luego de que la resina se sedimentara y se retiraran los 4 ml del
tampdn. Se anadiran 4 ml del lisado aclarado y se mantendra a 4 °C durante 60
min con agitacion a 200 rpm. Posteriormente la mezcla se cargara a la columna.
La columna se lavara con 8 ml de tampdn de lavado. Por ultimo, se eluira la
proteina con 2 ml de tampdn de elucién. Se recolectaran todas las fracciones
resultantes para la correspondiente medicion de concentracion de proteinas por

método de Bradford y subsiguiente analisis por SDS-PAGE de cada una.

También se realizara un segundo método de purificacion por electroelucion con el
objetivo de obtener la mayor cantidad de proteina purificada posible. Para esto se

realizara una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% y se tedira un carril de
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tal forma que se pueda localizar la proteina de interés para posteriormente alinear
la tira tefiida con la porcion de gel no tefiida, y cortar la seccidn del gel sin tefir
que se alinee con la proteina tefiida de interés. Luego se maceraran los extractos
del gel para colocarlos en tubos eppendorf con 0,5-1 ml de tampdn de elucion
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,5) y se incubara en un
agitador rotatorio a 4°C durante la noche. Al dia siguiente se centrifugara a
12.000 rpm durante 15 min, y decantara el sobrenadante en un nuevo tubo de
microcentrifuga. Se comprobara la purificacion mediante un corrimento

electroforético en condiciones nativas.

Para realizar el ensayo enzimatico con la finalidad de probar la capacidad de
refoldeo propuesta para OppA, se iniciard con la desnaturalizacién parcial
mediante la aplicacion de calor. Después se proseguira con el protocolo
proporcionado por el fabricante para la reaccidon de digestion (Sigma-Aldrich®), y
se pondra a interaccionar con 40 ug de las proteinas tipo chaperona OppA. A la
par se realizaran interacciones de la Kpnl parcialmente desnaturalizada sin haber
sido incubada con OppA como control negativo y Kpnl completamente activa
como control positivo. Todos se incubaran a 37 °C por 60 minutos, se agregara
DNA y se reanudara la incubacion durante 4 horas mas. Los tubos con cada uno
de los tratamientos seran homogeneizados, colocados en hielo y se tomara una
muestra de 10 pL. Se procedera a medir la actividad de la nucleasa mediante el
corte de una cadena de DNA plasmidico y su subsiguiente observacion con un

corrimiento en gel de agarosa al 1%

Diseino de estudio

Parte bioinformatica

e Acoplamientos proteina-proteina.

e Determinacion de los posibles sitios de unién.

e Generacion de ligandos de MAL-12.

e Acoplamientos moleculares.

e Analisis de interacciones del complejo ligando-receptor y generacién de

esquemas 2D.
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Parte experimental

e Induccién de la expresion de OppA de Yersinia pseudotuberculosis.

e Purificacion de OppA de Yersinia pseudotuberculosis con columna de
niquel

e Purificacién de OppA de Yersinia pseudotuberculosis por electroelucion

e Desnaturalizacion parcial de la endonucleasa EcoRl

e incubacion de EcoRlI parcialmente desnaturalizada con OppA activa.

e Probar la funcion de chaperona de la proteina OppA de Y.

pseudotuberculosis sobre una proteina parcialmente desnaturalizada.

Esquema de trabajo

Bioinformatico

Yersinia pestis Estructuras cristalinas:
-Estructura cristalina Opp#A - Saccharomyces cerevisiae, a-glucosidasa (PDB:
(codigo PDB: 2223) Jajf)
HI]:' - Lepus cuniculus, lactate deshidrogenasa (FDE:
6PEU)

- Escherichia coli, endonucleasa de ADN (PDE: 1ERI)
- Geoftrichum candidum, lipasa (PDB: 1THG).

L A
i

Acoplamientos proteina-proteina
con los servidores en linea
HDOCK® y GRAMM-X

4

Elaboracion de ligandos de
MAL-12 con los programas
Biovia draw y Chimera

4

Acoplamientos moleculares
mediante AutoDock Vina

d

Analisis y generacion de esguemas 2D en
LigPLot
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Practico
Induccion de expresion de OppA en E. coli
BL21 (pLys)
Lisis por sonicacion
Purificacion de la proteina por cromatografia
de afinidad con resina de niquel
Pruebas enzimaticas:
-Medicion de actividad de nucleasa refoldeada
Logistica: NA
Bioética: NA
Resultados:

Bioinformatico

Se obtuvieron las estructuras cristalograficas de cada enzima usada del banco de
datos de proteinas en formato PDB. Se leyeron y modificaron con ayuda del
programa Chimera 1.7, de manera que solo quedaran los monémeros de cada
una. Con eso se procedid a realizar el docking inicial con las proteinas completas
para evaluar las posibles zonas de interaccion de donde se extraerian los
ligandos. Dichas zonas de mayor interaccion resultaron ser las mas hidrofébicas,
siendo los dominios con cadenasB-plegadas las predominantes. Se procedié a
identificar los residuos de aminoacidos exactos de la interfase con la OppA y se
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seleccionaron cinco ligandos procedentes de cada enzima de entre 5 a 9 residuos
de aminoacidos.

En Autodock se realiz6 el ensayo de acoplamiento molecular, y se seleccionaron
los modelos con mejores puntuaciones Vina resultantes de cada ligando, y
posteriormente se generaron los archivos PDB de cada uno de los resultados
para poder someterlos a analisis mas detallado en el programa LigPLot para
verificar las interacciones mediante esquemas 2D.

La gran mayoria de los ligandos se acoplaron bien a OppA y en todas las
ocasiones estuvo presente al menos uno de los cuatro aminoacidos de interés.
OppA tiene preferencia por los péptidos que tienen al menos un residuo
aminoacidico hidréfobo. La OppA ha demostrado una gran especificidad y
estabilidad con sus sustratos, la cual se debe a los puentes de hidrégeno entre el
esqueleto del péptido y algunas otras, no tan comunes, interacciones laterales.
Ademas, también pueden llegar a formarse puentes salinos con residuos con
cadenas laterales ionizables como serina, histidina y tirosina, pero lo mas comun
es que se formen entre el atomo anidnico de aspartato o en su defecto del
glutamato, y el atomo cationico de la lisina y/o de la arginina.
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mall nonpolar . P
sKL VI I secuencias peptidicas de los
R Il Hycropnobic ligandos. A) Secuencia de los
C Il Potar 5 ligandos de Mal12. B)
B cEs s B Aromatics plus cystiene secuencia de los 5 ligandos de
RN c® LDH. C) Secuencia de los 5
ligandos de  EcoRl. D)
REER A Secuencia de 5 ligandos de
WEEE T - HTG. Los residuos
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Figura 9. Esquema mostrando la posiciéon que los ligados adquieren en el pocket de OppA.
Los colores indican la hidrofobicidad.

La conformacion 5 de los ligandos 4 y 5; la conformacion 2 y 4 de los ligandos 1y
4; la conformacién 1 de los ligandos 3 y 5; y la conformacion 1 de los ligandos 2 y
4, extraidos de Mal12, LDH, EcoRI y HTG respectivamente, cuentan con el mejor
rendimiento de entre los 5 inicialmente propuestos de cada proteina, ya que la
correlacion entre el Vina Score y el niumero de puentes de hidrogeno son
favorables, siendo de -7.3,-9.4 /15, 16; -8, -7.8 / 11 + 3 salinos, 12;-7,-9.6 / 12 +
3 salinos, 15 + 1 salino; -7.7, -8.2 / 13 + 2 salinos, 8; siguiendo el mismo orden.
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Figura 10. Esquemas 2D que muestran las interacciones generadas entre OppA y los
ligandos. En morado la cadena peptidica del ligando, en amarillo la cadena peptidica de OppA
mas estrechamente involucrada, en letras negras con destellos en rojo los aminoacidos de OppA
con interaccion hidrofébica. Las lineas punteadas en rojo indican puentes salinos y las lineas
punteadas en verde indican puentes de hidrégeno.
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Practico

El ensayo de induccion de OppA se realizé siguiendo lo descrito en material y
meétodos, con la finalidad de obtener la mayor concentracion de la proteina
posible para su posterior purificacion. Se fueron tomando alicuotas a cada hora a
partir del inicio de la induccion, con lo cual se determind usar la hora 5 de la
induccion. Se obtuvo el extracto proteico por ultrasonicacion y se cuantifico por
método de Bradford. Se corrié un gel de poliacrilamida con una carga de 30 ug/ul
en cada pozo para rectificar el aumento en la proteina inducida.

Una vez que se comprobd que la proteina fue exitosamente inducida, se realizo la
purificacion, bajo condiciones nativas en columnas de niquel. Se recolectaron 18
fracciones y se corrieron en geles de poliacrilamida para confirmar que la proteina
requerida se encontraba en parte de las ultimas fracciones recogidas. Se
utilizaron de la 14 a la 17 para los pasos siguientes. Como se necesitaba una
gran concentracién de OppA y la purificacidon con resina de niquel, se procedio a
realizar un ensayo de electroelucion con los extractos proteicos resultantes de la
sonicacion, la cual dio mejores resultados.

1 - 3 4
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Figura 11. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Los carriles 1 a la 4
muestran las proteinas resultantes de la lisis celular por sonicacion. Se agregaron 30 pg de
proteinas totales en cada carril.

A)
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Figura 12. Geles de poliacrilamida en condiciones nativas. Las lineas en azul muestran la
purificacion de la proteina OppA. A) En el carril 1 contiene carga del extracto crudo de la
induccion, en el carril 2 se observa muy tenuemente la proteina purificada por cromatografia de
afinidad (flecha). B) En el carril 1 contiene carga del extracto crudo de la induccion, en los
siguientes carriles 2 y 3 se aprecia claramente la proteina purificada por electroeluciéon. Se
agregaron 30 ug de proteinas en cada carril.

La prueba de actividad tipo chaperona de OppA se probd utilizando la enzima de
restriccion Kpnl. Primero se verificd la correcta actividad de corte de Kpnl
siguiendo el protocolo del fabricante, y luego se pasé a su desnaturalizacion por
calor; asi como, con su renaturalizacién incubandola por 4h con OppA a 37 °C.
Para realizar este ensayo se utilizaron concentraciones de 15, 30 y 60 ug de
OppA. Aqui sélo se presenta el ensayo que presentd resultados positivos con 60

Mg.

Figura 13. Gel de agarosa. Se muestra en cada carril la diferencia de actividad de la Kpnl bajo
diferentes condiciones. De izquierda a derecha: 1) DNA plasmidico, 2) Digestion de 5 ul DNA
plasmidico con Kpnl siguiendo el procedimiento habitual del fabricante, 3) Digestion de 5 ul DNA
plasmidico con Kpnl sometida a un proceso de desnaturalizacién e incubada con OppA por 1h, y
4) Digestion de 5 yl DNA plasmidico con Kpnl sometida a un proceso de desnaturalizacién por
calor.

Discusién

Para la parte bioinformatica los candidatos de unién identificados indican que la
especificidad peptidica de OppA no se limita a péptidos de 3 a 5 aminoacidos
como se creia con anterioridad (Davies et al., 1999; Tame et al., 1995; Singh et
al., 2020), y que OppA es capaz de formar interacciones con residuos positivos e
hidréfobos, asi como a péptidos mas largos. En este sentido, lo anterior se
relaciona al hecho de que las chaperonas son capaces de unirse a una amplia
variedad de ligandos, aunque ciertamente se ha visto que cada una tiene
predileccion por determinadas moléculas (de Boer et al., 2019; Doeven et al.,
2004).
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De la misma manera, se ha visto que algunas otras SBP presentan una doble
actividad de chaperona inducida por estrés, sin embargo, su conformacion sigue
siendo la misma (Goemans et al., 2013; Mas et al., 2019; Papadopoulos et al.,
2022). En el caso de las proteinas de union a sustrato, el polipéptido se pliega en
la hendidura que hay entre sus dos dominios globulares, haciendo que la proteina
SBP adquiera un angulo particular de abertura dependiendo del ligando que
resida en su interior, luego la SBP se uniria con la secciéon transmembrana del
transportador, siempre y cuando el angulo de apertura sea el correcto (Doeven et
al.,, 2004; Linton et al., 2007). Lo anterior podria explicar una parte de la
alternancia entre su actividad de SBP y de tipo chaperona, por lo que se intuye
que pueden ser las propiedades estructurales o de secuencia de las proteinas
que se encuentran desplegadas las que hacen que una SBP despierte su
actividad tipo chaperona.

Se muestra evidencia de tipo bioinformatico que propone que la proteina de union
a sustrato periplasmico OppA de Y. pseudotuberculosis, tiene una funcion similar
a la de chaperonas participando en el refoldeo de proteinas parcialmente
desnaturalizadas, reconociendo a su proteina cliente debido a las secuencias que
se dejan al descubierto al perder su conformacién nativa.

Los 8 ligandos presentados pertenecen a zonas hidrofobicas de las enzimas
correspondientes, principalmente de estructuras tipo beta plegada, las cuales
suelen tener la caracteristica de encontrarse enterradas en la proteina y generar
interacciones hidrofobas internas para proporcionar estabilidad a la proteina y
evitar que las interacciones de su parte hidrofilica generen su desdoblamiento
(Craig, 1993).

Sélo el residuo 419 de los estudiados bajo el conocimiento de los resultados de la
investigacion realizada en 2020 por Escobar, aparecio reiteradamente generando
puentes de hidrogeno con el péptido ligando, por lo tanto, parece que los otros
tres residuos, 420 y el par 41-42, podrian estar mas directamente relacionados
con una funcion dentro de la estructura e interaccion de OppA.

Los resultados sugieren que los aminoacidos hidrofébicos enterrados en las
estructuras mayoritariamente hidrofilicas de las SBP se unen relativamente fuerte
a residuos también de naturaleza hidrofoba de proteinas no nativas, generando
parches de interaccion estable e inespecifica entre las proteinas de unién y las
proteinas desplegadas (Becerril et al., 2023).

Algo mas que destacar es que otras SBP se inducen por la presencia de un
inductor especifico; en contraste, OppA se expresa constitutivamente en
cantidades considerables, esto aunado a que es termoestable, como el resto de
las SBP, senalaria que este tipo de proteinas podrian tener un papel destacado
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como chaperonas (Richarme et al., 1997). Ademas, la DppA de E. coli ha
evidenciado unirse a la proteina permanentemente desplegada R-CMLA, en un
porcentaje similar que la DnaK (Richarme et al., 1997). Con lo anterior resulta
evidente hay que considerar que, al menos, OppA de Y. pseudotuberculosis
comparte la caracteristica de unidn con proteinas desplegadas que tienen las
chaperonas, fungiendo como amortiguador para prevenir la agregacion de
proteinas con estructuras no nativas durante un choque térmico.

En el ensayo de renaturalizacion de Kpnl, realizado mediante la incubacion de la
enzima previamente desnaturalizada por calor con OppA nativa durante 4 horas a
37 °C, se observo que cierta fraccion de la enzima de restriccion recuperaba la
actividad, visto en las imagenes de las bandas en los geles de agarosa. Aunque
no fuese una recuperacion total esto era de esperarse, puesto que se conoce que
las proteinas protoplasmaticas con actividad de chaperonas tienen normalmente
una actividad menor que las proteinas chaperonas clasicas (Jakobt et al., 1992).

De igual manera en las pruebas enzimaticas realizadas con anterioridad con la
alfa glucosidasa y la lactato deshidrogenasa muestran resultados similares a los
expuestos en este estudio, con respecto a la disminucién de la actividad de las
enzimas renaturalizadas con respecto a la que no fueron expuestas a ningun
tratamiento desnaturalizante, asi como a la recuperacion parcial de su actividad
luego de ser incubadas con OppA, dicha recuperaciéon muy parecida a la obtenida
cuando fueron puestas en contacto con la chaperona profesional HtrA (Escobar et
al., 2020).

Conclusiones

e OppA podria ser capaz de discernir entre una proteina desnaturalizada y
aquella que mantiene su conformacion tridimensional, debido a los motivos
hidrofébicos que se descubren al perder su conformacién nativa.

e lLa interaccion dentro del pocket de OppA se ve favorecida
energéticamente debido a la formacién de un alto numero de puentes de
hidrégeno con aquellas zonas hidrofobicas.

e La gran mayoria de los aminoacidos de las cadenas ligando generan mas
de una interaccion molecular con OppA.

e El residuo 419 parece ser importante dentro de estas uniones y no para el
proceso activo del refoldeo, mientras que el par 41 - 42 podria estar mas
vinculado a otra funcién dentro de la region bisagra de OppA.

e La mayor afinidad con la enzima OppA obtenida fue con la conformacién 1
del ligando 5 de EcoRI, que tuvo una energia de enlace de -9.6, 16
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puentes de hidrégeno y 1 enlace salino, con un promedio de 2.9 A de
distancia con la estructura de OppA.

e OppA tiene capacidad de unidon con secuencias de mas de 5 aminoacidos
que tienen por lo menos un residuo de naturaleza hidrofébica.

e Se purifico exitosamente la proteina OppA de Yersinia pseudotuberculosis
en condiciones nativas.

e La Kpnl desnaturalizada si muestra una perceptible diferencia de actividad
con respecto a la Kpnl incubada con OppA.

e Con lo anterior se puede decir que OppA parece tener la habilidad de
ayudar en el refoldeo de Kpnl.

Perspectivas

Aunque los datos de puntuacién vina es fundamental para iniciar un estudio en
una molécula, otras propiedades como el tamafo del péptido, secuencia
aminoacidica y naturaleza del residuo, distancia y numero de enlaces son
importantes en el momento de definir las posibles interacciones entre proteinas y
ligandos, por lo cual se deberian realizar mas estudios bioinformaticos para
dilucidar las interacciones moleculares entre proteinas receptoras y ligandos.
Probar la proteina OppA de Yersinia pseudotuberculosis nativa con otras
proteinas en condiciones desnaturalizantes.
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