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RESUMEN

Ftsx es una proteina del divisoma bacteriano que regula la hidr6lisis del p6ptido gljcano

mediante su interacci6n con Envc. Dada la conocida toxicidad de su sobre-expresi6n en

E.co//. y con el obj.etivo de explorar su posible uso como antibi6tjco,  se trabaj6 con  una

quimera  formada  por  el  dominio  periplasmatico  de  Ftsx  (V94-R223),  un  tag  de  10

histidinas en el amino terminal y los tiltimosl7 aminoacidos de la microcina  E492 en el

extremo carboxilo terminal. La quimera se expres6 en E.co//. C43 y se purific6 mediante

cromatografia   de   afinidad   a   cobalto  y  exclusi6n   molecular.   Se   estim6   una   masa

molecular de 17 kDa de acuerdo a su migraci6n en SDS-PAGE y de 21  kDa a partir del

volumen  de  eluci6n  observado  en  la  cromatografia  de  exclusi6n  molecular en  estado

nativo, de lo cual se deduj.o que la proteina en estado nativo no seria globular como los

estandares  utilizados  en  la  cromatografia  de  exclusi6n  molecular.  Se  prob6  el  efecto

t6xico de la quimera no modificada sobre cespedes y esferoplastos de E.co//. pero solo

se  observ6  actividad  t6xica  sobre  esferoplastos  con  un  15o  de  337  nM,  por  lo  que  se

dedujo que la membrana externa impedia el ingreso de la quimera al periplasma donde

deberia ejercer su acci6n. Con el obj.etivo de permitir el ingreso de la quimera a la c6lula

esta  se  co-expres6  con  el  sistema  de  modificaci6n  post-traduccional  de  la  microcina

E492  para  modificarla con  enteroquelina  en  el  extremo  carboxilo terminal.  La quimera

resultante  se  purific6  como  se  describi6  antes  y  se  utiliz6  y  prob6  sobre  c6spedes

baterianos  y  no  se  detect6  ningdn  efecto  t6xico.  Para  determinar  si  la  ausencia  de

toxicidad   se   debia   a   defectos   en   la   modificaci6n   de   la   quimera   se   realiz6   una

espectroscopia  de  masa  en  la  que  se  logr6  observar  un  pico  en  los  17.854  Da  que

correspondia a la quimera no modificada y algunos picos de mayor masa molecular que

corresponderian a cationes o aniones unidos a la quimera y a modificaciones de menor
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masa molecular que la de enteroquelina, por lo que se concluy6 que la causa de la falta

de actividad seria la ausencia de enteroquelina en el extremo C-terminal de la quimera,

indicando que los t]ltimos 17 aminoacidos de la regi6n carboxilo terminal de la Microcina

E492  no  serian  suficientes  para  ser  reconocidos  en  la  quimera  y  modificados  por  el

sistema de modificaci6n post-traduccional de la mjcrocina.  En conclusi6n la quimera es

t6xica para la sobrevida de esferoplastos y no tiene efecto sobre las c6lulas de E. co//I lo

que indica que la membrana externa de la c6lula impide su paso al periplasma.
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ABSTRACT

Ftsx is a  protein  of bacterial divisome that regulates the  hydro[ysis of glycopeptide cell

wall through  interaction with  Envc.  Considering the toxicity of Ftsx overexpression and

with the objective to probe it as potential antibiotic, a chimera was constructed using Ftsx

periplasmatic domain (V94-R223), flanked by a histidine tag of ten residues and the last

17 residues of microcin  E492 at the amino and carboxyl  peptide end  respectively. This

chimera was expressed on E.co//. and purified through cobalt affinity chromatography and

molecular exclusion. A value of 17 kDa for the chimera molecular mass was obtained by

SDS-PAGE and a value of 21  kDa obtained  by molecular exclusion chromatography in

native  state.  This  suggests  a  non  globular shape  for the  chimera.  Its  toxic  effect was

tested   on      E.co//.  lawns   and   spheroplasts   but   activity     was   only  observed   over

spheroplasts  (15o  =  337  nM).  These  results sugest that outer membrane  prevented  the

chimera  entry to  periplasm where  Ftsx normally acts.  Microcin  "Trojan  horse"  statregy

with enteroquelin was used in order to allow the chimera transport to perip[asm. With this

porpose the chimera was coexpressed  with microcin E492 post-translational modification

system  to  attach  an  enterochelin  molecule  to  its  carboxyl  end.  Modified  chimera  was

purified  as previously described  and tested  in  E.co//. lawns but no effect was observed.

To  determine  if the  lack of toxicity was due  a fail  in  post-translationa[  modification,`the

modified chimera molecular mass was determined. The products of modification showed

a  17.854  Da pick that correspond to  unmodified chimera and  some  bigger mass  picks,

that correspond to the chimera probably modified with bound cations or smaller parts of

enteroquelin, suggesting that the last 17 residues of microcin E492 were not the correct

substrate for the  post-translational  modification  system  of microcin. Thus, we conclude

that the quimera shows toxicity over spheroplasts probably interfering the normal process

X[]



of Ftsx,  and the  lack of activity against  E.  co//. cells  indicates that the transport trough

outer membrane of the cell is a requirement.
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1. INTRODUCCION

En  los  dltimos  afros  el  uso  indiscriminado  de  antibi6ticos  en  con|.unto  con  ambientes

altamente selectivos como  hospitales han  contribuido a  crear resistencia a muchos de

los  antibi6ticos  utilizados  en medicina,  genefandose  incluso  bacterias  multi-resistentes

casi imposibles de erradicar y por consiguiente letales en la mayoria de los casos. A lo

anterior se le debe sumar que la aprobaci6n de nuevos agentes antibacterianos por la

FDA (Eood  and Drug Administration) esta  disminuyendo,  pues  el  desarrollo de  nuevos

antibi6ticos  en  ]a  industria  farmaceutica  se  ha  visto  disminuido  por  la  producci6n  de

farmacos mas lucrativos como aquellos dedicados a tratamientos cr6nicos, aunque adn

se  desarrollan  algunos  mayormente  enfocados  contra  Gram  positivos  dada  su  mayor

susceptibilidad  (Williams & Bax,  2009).

Todo  lo  anterior nos enfrenta al  problema actual  de  la generaci6n  de  resistencia a  los

antibi6ticos  existentes  y al  cada  vez menor ntlmero  de  antibi6ticos  disponibles  contra

bacterjas  Gram  negativas,  causantes  de  un  gran  nt]mero  de  infecciones  que  nan

producido alarma pdblica, como por ejemplo el brote infeccioso producido por Echer/.ch/.a

co//.  0157:H7  en  Alemania  en  2011,  que  caus6  la  muerte  de  varias  personas.  Esto

plantea un  enorme desafio como es la busqueda de nuevos antibi6ticos que eviten los

mecanismos de resistencia bacterianos y presenten un grado de especificidad contra las

bacterias  pat6genas que  no afecte a toda  la comunidad  propia del  individuo.  Por esto,

se requiere de una investigaci6n que considere todos estos aspectos en su conjunto. En

este  momento  hay una  prometedora  exploraci6n  con  el  uso  de  peptidos  que  pueden

traspasar la(s) membrana(s) bacterianas y producir su acci6n en el interior de la celula

o simplemente perforar la membrana citoplasmatica  (Pinto da Costa  y col., 2015). Dada



la extensi6n de esta investigaci6n solo consideraremos algunos ejemplos de p6ptidos y

proteinas obtenidos de fuentes naturales que nos parecen relevantes.

1.1  P6ptido antimicrobiano humano LL-37

Los   biofilms   son   agregados   multicelulares   de   microorganismos   asociados   a   una

superficie y se estima que causan al menos el 65% de las infecciones en humanos. Las

infecciones  causadas   por  bacterias   con  este   comportamiento  son   particularmente

dificiles de tratar dada su resistencia a la mayoria de los antibi6ticos que en general son

disefiados para tratar infecciones planct6nicas (De la Fuente-Ndfiez & Hancock, 2015).

Un  ejemplo  de  este  tipo  de  infecci6n  se  observa  con  Ac/.nefobacfer baumann/./.    una

bacteria   Gram-negativa, que no fermenta, no esporula, es estrictamente aer6bica y es

un  pat6geno asociado a una gran cantidad de infecciones en  pacientes hospitalizados,

inmuno-suprimidos,   con  quemaduras  o  traumatismos  severos.   Debido   a   la  amplia

resistencia  a  antibi6ticos  de Ac/.nefobacfer baumam/./. las  infecciones  que  causa  son

particularmente dificiles de tratar,  por lo que en 2013  Feng y colaboradores decidieron

probar la actividad  antimicrobiana de  los p6ptidos de defensa del  hu6sped  (HDP),  que

son p6ptidos cortos, cati6nicos y con efecto antimicrobiano producidos por virtualmente

todos los organismos, contra   esta bacteria.  En particular utilizaron la catelicidina LL-37

humana  y  sus  fragmentos.  La  catelicidina  LL-37  humana  se  deriva  de  la  catelicidia

hcAP-18,  un  peptido  antibacteriano  cati6nico  de  18  kDa  que  es  producido  por  los

epitelios en forma de un preprop6ptido que luego es cortado por proteasas para liberar

un segmento de 37 residuos del carboxilo terminal,  que es el que se conoce como LL-

37.  Este peptido al  interactuar con  las  membranas  bacterianas  adquiere  estructura de

helice-Ch  y  ha  mostrado  un  gran  espectro  de  actividad  antibacteriana,  antifungica  y



antiviral.  Ademas  puede  procesarse  nuevamente  para  liberar  p6ptidos  de  actividad

antimicrobiana mej'orada (KS-30,  KR-20 y KR-12) (Feng y col., 2013).

Cuando el  grupo de  Feng  (2013)  prob6  la  catelicidina y sus derivados  contra  aislados

clinicos     multiresistentes     de     Ac/.nefobacfer     baumam/./.     encontr6     valores     de

concentraciones  minjmas  inhibitorias  (MIC)  de  16  a  32  Lig/mL,  ademas de  una  fuerte

actividad bactericida dentro de los primeros 30 minutos. Junto con lo anterior observaron

que tanto LL-37 como sus fragmentos poseian una actividad antiadherente a mayores

concentraciones  (32-128  Llg/mL)  que  contribuiria  a  la  inhibici6n  del  crecimiento  de[

pat6geno  y  la  erradicaci6n  del  biofilm.  Por  lo  que  propuso  a  estos  p6ptidos  como

potencial terapia contra las infecciones producidas por esta bacteria.

1.2 Dip6ptidos aromaticos

Se sabe que dipteros y lepid6pteros en respuesta a infecciones bacterianas o heridas

sintetizan  una  amplia  bateria de  proteinas de defensa entre las cuales se encuentran

hemag[utininas  y  proteinas  antimicrobianas  de  amplio  espectro  con  actMdad  contra

bacterias y hongos,  que presentan  en general  una masa  molecular inferior a  10  kDa y

se codifican en genes independientes que se activan solo frente a una posible infecci6n

(Samakovlis y col.,1990).

En conocimiento de lo anterior Leem y col., (1996)  realizaron una btlsqueda de p6ptidos

pequefios con actividad antimicrobiana en adultos inmunizados de la mosca Sarcophaga

peregr7.na,  y  detectaron  N-P-a[anil-5-S-glutationil-3,4-dihidrofenilalanina  (5-S-GAD),  un

dip6ptido  aromatico  correspondiente  a  la  conjugaci6n  de  Gly-Cys-Glu  y  @-Ala-Dopa

mediante  el  azufre  de  la  cisteina.  Este  dip6ptido  mostr6  una  concentraci6n  inhibitoria

media  entre  11,4  y  17,2  ug/mL  en  los  microorganismos  ensayados,  entre  los  que  se



encuentran E.  co//. K12 594, M/'crococcus /ufeus FDA 16 y   Sfaphy/ococcus aureus. No

se apreci6 gran diferencia en su efecto entre bacterias Gram negativas y positivas, y si

bien  su  mecanismo  de  acci6n  no  fue  esclarecido  se  cree  que  tiene  relaci6n  con  la

liberaci6n  de  per6xido  de  hidrogeno,  ya  sea  directamente  desde  el  5-S-GAD  o  por

interacci6n de este con las oxidasas de la bacteria, esto porque su efecto desapareci6

en cultivos con adici6n de catalasa (Leem y col.,1996)

Figura 1. Estructura del dip6ptido N-P-alanil-5€-glutationil-3,4-dihidrofenilalanina.

1.3 Bacteriocinas

Otra  de  las  opciones  que  se  ha  explorado  es  el  uso  de  p6ptidos  producidos  por

microorganismos,  pues estos poseen una gran variedad de sistemas de defensa entre

los  que  se  incluyen  los  antibi6ticos  tradicionales  de  amplio  espectro,  subproductos

metab6Iicos,  agentes  liticos,  exotoxinas  proteicas y  bacteriocinas.  Estas dltimas  estan

ampliamente definidas como proteinas de sintesis ribosomal biol6gicamente activas con

acci6n bactericida, de amplia diversidad y abundancia en la naturaleza debido a que se

han encontrado pfacticamente en todas las bacterias en las que se han buscado hasta



la  fecha  y  en  muchas  de  ellas  se  encontraron  varios  tipos  de  bacteriocinas  (Riley  &

Wertz, 2002).

Las  bacteriocinas  se  diferencian  de  los  antibi6ticos  tradicionales  en  que  tienen  un

espectro de acci6n mucho menor, siendo t6xicas solo para bacterias de grupos cercanos

a  la  productora,  dado  que  son  producidas    por  una  gran  diversidad  de  bacterias  el

ndmero   de   bacteriocinas   es   proporcional   a   ella.   Mas   aun,   la   diversidad   de   las

bacteriocinas no se encuentra solo en el ntlmero de bacterias que las producen sino que

tambien  en  los  distintos  tamafios y  metodos  de  acci6n  por  los  que  ejercen  su  efecto

t6xico.  De este modo pueden  inhibir distintos procesos iiti[izando diversos m6todos de

ingreso a  la  c6lula,  ya  sea   por acci6n  propia  o asistida  por las  proteinas  de  la  celula

blanco.

Dentro del  grupo de las bacterias Gram  negativas  la mayoria de  las bacteriocinas  han

sido  caracterizadas  en  E.co//.  u  otras  enterobacterias  y  se  les  divide  en  microcinas

(peptidos  pequefios)  o  colicinas  (proteinas  de  mayor  tamafio).  Las  microcinas  estan

divididas en 2 subgrupos, las de clase I relativamente pequeFias (menores a 5 kDa) con

extensivas  modificaciones  post-traduccionales  y  las  de  clase  11  de  mayor  tamafio    y

menos  modificadas  postraduccionalmente.  Dentro  de  las  bacterias  Gram  positivas  las

bacteriocinas   se   dividen   en   2   grandes   clases,   los   lantibi6ticos   que   son   peptidos

pequefios (19-38 residuos de aminoacido) con modificaciones post-traduccionales como

anillos  aromaticos  con tioeter o  aminoacidos  dextr6giros  sub-clasificados  a  su  vez  en

otras  11   clases,  y  los  no  lantibi6ticos  tambien  pequefios  de  entre  25  y  60  residuos,

cati6nicos,  termoestables,  raramente  modificados  post-traduccionalmente  y  a  su  vez

divididos en otras 4 clases (Hassan y col., 2012), algunos ejemplos de las diversas clases

de bacteriocinas se muestran en la tabla 1.



Tabla 1. Clasificaci6n y ejemplos de las clases de bacteriocinas.

Bacterias C[asificaci6n Eiemplo
Gram MicrocinasColicinasLantibi6ticosNo- Cla§e J25:  Peptido  de  21   residuos  con  forma  de  lazo
negativasGram IClase formado    por   una    ciclaci6n    intramolecular,    es

altamente estable a la temperatura y a proteasas,
tiene  actividad  contra  bacterias  Gram  negativas.
Entra     a     las     celulas     blanco     mediante     el
transportador de hierro,  FhuA y su principal blanco
es la RNA polimerasa.

E492: Contiene 84 residuos (8.718 Da), y se aisl6
11 originalmente  de  A,  pnewmon/.ae,  afecta  a  otras

enterobacterias, se inserta en la membrana interna
e   inducir   poros,    posee   una   modificaci6n   tipo
salmoquelina   en   el   C-   terminal   que   media   su
ingreso a trav6s de los receptores de hierro.

Colicina   E1:   Posee   522   residuos   y   se   aisl6
inicialmente   de   E.    co//.,    utiliza   el   receptor   de
membrana     externa     Tolc     para     ingresar     al
periplasma,  donde  su  dominio  carboxilo  terminal
se inserta en la membrana interna para formar un
Poro.

Nisina:  Es  un  p6ptido  de  34  residuos  con  varias
positivas modificaciones post-traduccionales que incluyen la

adici6n    de    metil-lantionina,    didehidroalanina    y
otros.   Es   una   bacteriocina   de   amplio   espectro
dentro de las Gram positivas y su efecto t6xico es
producido    por   la   formaci6n    de    poros    en    la
membrana.

Enterocina  P:   Contiene  44  residuos  y  se  aisl6
Iantibi6ticos inicialmente   de   Enferococcus  faecf.urn,   es   una

bacteriocina   de   amplio   espectro   dentro   de   las
Gram  positivas  que  ejerce  su   acci6n  al  formar
pores  especificos  para  potasio  en  la  membrana
celular  y  su   inserci6n  la   hace   por  la   uni6n   del
carboxilo terminal a la membrana.

De entre las bacteriocinas nombradas anteriormente la mss relevante para el desarrollo

de este trabajo es la Microcina E492,  por lo que se profundizara en su modo de acci6n

y entrada a la c6lula.



1.4 Microcina E492 (MccE492)

Es   una   proteina   de   baja   masa   molecular,   aislada   inicialmente   de   K.pnet/Won/.ae,

formadora  de  poros  y  actiIva  contra  los  generos  Escherichia,  Klebsiella,  Salmonella,

C/.frobacter y   Enterobacter.  Para  ejercer su  efecto  permeabilizador en  la  membrana

interna  de  las  cepas  a  las  que  afecta  debe  primero  acceder  al  periplasma,  esto  lo

consigue mediante una modificaci6n  post-traduccional tipo salmoquelina en el extremo

carboxilo    terminal,    que    [e    permite    ser    ingresada    al    periplasma    mediante    los

transportadores de hierro de la c6lula blanco en una estrategia descrita como  "Caballo

de Troya".

Para  la  expresi6n  y  modificaci6n  de  la  MccE492  hacen  falta  mss  de  10  genes  cuya

funci6n  es conocida   y otros cuya funci6n  atln  no se conoce. Aquellos cuya funci6n  es

conocida se denominan mce, entre los que se encuentra mceA que es el gen estructural

de la microcina,  mceB el gen de la  inmunidad,  mcec,  mcel  y mceJ  estan involucrados

en la modificaci6n post-traduccional y son respectivamente una glicosiltransferasa,   una

aciltransferasa  y  una  proteina  sin  homologia  conocida,   mceD  es  una  esterasa  que

tambien   participa   en   la    modificaci6n,    mientras   que   mceG   y   mceH   forman    un

transportador  tipo  ABC  que junto  con  la  proteina  de  membrana  externa  Tolc  estan

involucradas en la exportaci6n de  la mccE492 (Lagos y col., 2009).

Una caracteristica interesante de la MccE492 es que es una proteina modular en la que

en estado inmaduro la regi6n N terminal contiene un peptido lider que marca a la proteina

para  ser  exportada  y  es  cortado  durante  el  proceso,   mientras  el  dominio  carboxilo

terminal es reconocido por las enzimas encargadas de la modificaci6n post-traduccional

para  la  adici6n  de  la  enteroque[ina  en  [a  serina  84,  se  ha  visto  que  los  dltimos  17

aminoacidos  del  dominio  carboxilo  terminal  son  necesarios  para  este  reconocimiento,



sin  embargo  no se sabe si  son  suficientes.  Es esta  misma  regi6n ya  modificada  en  la

proteina madura la que mediante su interacci6n con  los receptores de hierro FepA,  Fiu

y Cir permite el ingreso de la proteina al periplasma de la c6Iula blanco. A pesar de que

solo  la  microcina  modificada  es  activa  se  le  encuentra  de  ambas  formas,  modificada

(8.718  Da)  y  sin  modificar  (7.887  Da),  ademas  de  otros  dos  estados  en  los  que  la

modificaci6n no esfa completa (8.272 Da y 8.495 Da).

Por  su  parfe  es  el  dominio  N  terminal  de  la  microcina  madura,  el  que  determina  la

actividad antimicrobiana, mediando su interacci6n con TonB en la formaci6n de poros en

la membrana interna de la c6Iula blanco (Figura 2).

;                               Pdptldo madt[o                                        :

EBH?lm*aHIFIE

Peptido Lider
I  r-Dominio.t6xico|   I-Dorrirri.ode ingresoi

Figura 2,  Esquema de  [os  dominios de  [a microcina E492 y sus funciones,  En la

parte  superior  se  muestra  el  esquema  de  la  microcina,    dividido  de    izquierda  a  derecha,  en

peptido  lider,  dominio  t6xico  y  dominio  de  ingreso  con  la  modificaci6n  de  enteroquelina.  En  la

parte inferior (derecha) se muestran los receptores con los que interactda la enteroquelina y en



un  paso  posterior (centro)  la  interacci6n  del  dominio  N  terminal con  TonB  para  [a formaci6n  del

poro.  A  la  izquierda  aparecen  los  complejos  responsables  de  la  exportaci6n.  MI:  membrana

intema; ME: membrana extema.

El principal problema en el uso de antibi6ticos peptidicos es su ingreso a la c6lula,  para

soslayar este  problema el  uso del  sistema de la  microcina  parece ser el  mss  indicado

debido a su modularidad que permite separar las regiones de exportaci6n, toxicidad y de

entrada a la celula.  Mas aun si todas las enzimas necesarias para la modificaci6n post-

traduccional    del    extremo    carboxilo    terminal    reconocen    esta    regi6n    en    forma

desestructurada.   Por lo que resulta atractivo el uso del extremo carboxilo terminal y del

sistema  de   modificaci6n   para  generar  quimeras  que  contengan   una   regi6n  t6xica

diferente  a  la de la  microcina y puedan  ser ingresadas a traves de  los receptores de

hierro  a  la  celula.  La  otra  parte  interesante  de  la  construcci6n  de  la  quimera  es  la

identificaci6n   de   una  proteina  que  sea  esencial   para   la  sobrevida  de   la   bacteria,

especificamente en lo posible una que sea reguladora.  En este trabajo se ha  escogido

una proteina de la divisi6n bacteriana que se encuentra en concentraciones limitantes y

ejerce su acci6n en el periplasma.

1.5 6Por qu6 una proteina de la divisi6n celular?

El crecimiento en microbiologia se define como un  incremento en el ndmero de celulas

y  dado  que  todas  las  celulas  viven  por  un  tiempo  finito  el  crecimiento  es  vital  para

mantener  la   especie,   este   proceso  realmente  complejo   requiere   de   mas   de  200

reacciones de diversos tipos para llevarse a cabo, cosa que sucede en varias etapas, la

tlltima  de  las  cuales  es  la  formaci6n  de  un  tabique  o  septo  que  separa  a  las  futuras



c6lulas hijas para que finalmente se dividan, proceso conocido como citoquinesis y que

es llevado a cabo por un complejo de proteinas llamado divisoma (Madigan y col., 2003).

La citoquinesis en bacterias,  particularmente el organismo modelo EscAen.oA/.a co//.,   se

puede dividir en al menos 3 etapas, siendo el primero de ellos el ensamblaje del anillo Z

en la cara interna de la membrana citoplasmatica, el cual esta formado por Ftsz que es

un  analogo  estructural  de  la  tubulina  eucarionte  y  al  igual  que  esta  posee  actividad

GTpasa  autoactivable  al  polimerizar  para  formar  protofilamentos  (Fig.  3).   En     esta

primera  etapa  es  tambi6n  fundamental  la  presencia  en  el  anillo  Z  de  FtsA  y  ZipA

proteinas  que   lo  anclan   a   la   membrana,   y  sirven   de   anclaje   para   proteinas  que

participafan rio abajo en la division  (Adams & Errington, 2009).

Esta  primera  etapa  esta finamente  regulada temporal y espacialmente  para  asegurar

que  la formaci6n del anillo Z ocurra entre  los cromosomas segregados  y que  la celula

tenga el tamafio adecuado para continuar el proceso de divisi6n.

En  Escher/.ch/.a co//. la segunda etapa corresponde al  reclutamiento de al menos otras

nueve  proteinas  de  la  divisi6n  al  anillo  Z  para  formar  el  divisoma  comp]eto  (Fig.  3),

muchas  de estas  proteinas tienen funciones esenciales  para  el  correcto desarrollo del

proceso,  sin  embargo  tambien  se  encuentran  aquellas  que  comparten  funciones  no

esenciales,  haciendo  que  su  ausencia  no  sea  letal.  Muchas  de estas  pueden  formar

complejos aun cuando no estan asociadas al anillo Z. La dependencia de la union de las

proteinas  para  el   ensamblaje  del  divisoma   es  lineal.      Entre   las   proteinas  que   lo

conforman se encuentran Ftsx y FtsE, que se unen a FtsA despu6s que el anillo Z se ha

fijado  a  la  membrana.  Estas  proteinas  forman  un  complejo  dim6rico  que  une  ATP  y

recluta a Envc para activar  la amidasa de peptidoglicano AmiB. A continuaci6n se une

FtsK,  una  DNA translocasa,  que  segrega  el  cromosoma  y lo  aleja  del  area  del  septo.
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FtsQ,  FtsL y FtsB se unen a FtsK y tienen un papel netamente estructural para conectar

el   anillo   Z   en   el   citoplasma   con   la   maquinaria   de   sintesis   de   peptidoglicano   del

periplasma.   Ftsl   y   Ftsw   son   parte   de   la   maquinaria   dedicada   a   la   sintesis   de

peptidoglicano en el sitio de septaci6n y FtsN que es la tlltima proteina esencial que se

cree funciona  como serial  de  que  el  complejo  esfa  completo  y  por lo  tanto  es  posible

iniciar la septaci6n.

Figura  3.  Esquema  de  las  proteinas  e§enciales  del  divisoma  de  E.  co//.  y  su

ubicaci6n  referencial  en  el  complejo.  En  la  parte inferior en  verde  se puede ver a  Ftsz

ensamblada formando el anillo Z del que solo se  representa una  porci6n,  alrededor del cual se

ensambla el resto del sistema, el centro en color morado se muestra el complejo  FtsEX y sobre

el mismo el regulador de las amidasas del p6ptido glicano Envc. En la imagen tambien se pueden

ver las proteinas de los sistemas Mur y  PBP a las que no se hard referencia,  lmagen tomada de

der Blaauwen y col.,  2014.
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El tercer paso es la activaci6n del divisoma para la sintesis de peptidoglicano en el anillo

septal, punto en el cual la celula se debe dividir para dar paso a las 2 c6Iulas hijas. Este

tiltimo  paso  esta  bajo  un  complejo  control  espacial  para  asegurar  que  las  enzimas

encargadas   de   la   degradaci6n   del   peptidoglicano   solo   actden   en   el   anillo   septal

(Lutkenhaus y col., 2012).

Este trabajo se centra  en  Ftsx,  una proteina de 343  residuos  de aminoacido,  que en

Escher/.ch/.a co//. forma cuatro segmentos transmembrana y un /oap que se une a Envc

en  el  periplasma con  alta afinidad  (Kd =  0,182  LiM) y a  FtsQ  con menor afinidad  (Kd  =

4,03uM ). Esta proteina esta codificada en un operon junto con los genes que codifican

a las proteinas FtsE y FtsY,  esta tlltima es un receptor de sefiales de particula dnica o

SRP,   mientras  que  FtsE  es  una  proteina  hidrofilica     con  tendencia  a  dimerizar    y

mediante  su  asociaci6n  con  Ftsx forma  un  complejo  similar al  de  los  transportadores

ABC (A7P-b/.nd/.ng casse#e) en la membrana interna.

Si  bien  [a  mayoria  de  las  proteinas  del  divisoma  fueron  identificadas  en  mutantes

termosensibles  la  deleci6n  de  FtsE  solo  es  letal  en  bajas  concentraciones  de  sal,

menores a un 0,5% y su sobreexpresi6n no afecta la morfologia de la c6Iula y lleva a la

formaci6n  de  cuerpos  de  inclusi6n  manteniendose  una    fracci6n  de  la  proteina  en

soluci6n,   mientras   que   la   sobreexpreci6n   de   Ftsx   sola   o   junto   a   FtsE   genera

filamentaci6n,  inhibici6n del crecimjento y muerte celular (Leeuw y col.,1999).

La funci6n especifica de FtsEX,  complejo tipo transportador ABC,  en  la divisi6n  no fue

dilucidada  hasta el  afro 2011  cuando se descubri6 su  rol  indirecto en   la  hidr6lisis de  la

pared de peptidoglicano durante la divisi6n. En este proceso la regi6n periplasmatica de

Ftsx se une a Envc  que es un activador de la amidasa AmiA, sin embargo para activar

a  Envc  se  requiere  un  cambio  conformacional  de  FtsEX  que  seria  mediado  por  la
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hidrolisis del ATP unido al lado citoplasmatico de FtsE,  la que a su vez se ha reportado

interactda  con  el  anillo  Z  (Fig.  4).  Esta  cadena  de  interacciones  permiten  ligar  a  las

amidasas  que  hidrolizan  al  peptidoglicano  en  el  periplasma  al  anillo  Z  en  el  citosol  y

activarlas especificamente en el sitio de divisi6n  (Yang y col.,  2011 ).

Outer
membrane

Figura  4.  Esquema  del  control  de  la  actividad  hidrolasa  del  complejo  FtsEX.  EI

esquema refleja como el control de Ftsx sobre envc esta mediado por cambios conformacionales

del complejo inducidos por la hidrolisis del ATP de FtsE.  El c6digo de colores de las proteinas es

el mismo que se utiliz6 en la figura 3.  Imagen tomada de Blauuwen  y col 2014.

De  este  modo,  el  complejo  FtsEX  del  organismo  modelo  Escherjch/'a  co//. juega  un

importante rol en la division y como es de esperarse posee tambi6n un altisimo grado de

conservaci6n entre las enterobacterias e incluso con otras bacterias Gram negativas, la
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comparaci6n   con   proteinas   procedentes   de   bacterias   Gram   positivas   arroja   un

considerable  grado  de  conservaci6n  aunque  menor del  observado  en  bacterias  Gram

negativas.  Esto,  en  conjunto con todo  lo  anteriormente mencionado  atraen  la atenci6n

hacia  el  uso  del  conocimiento  del  divisoma  y  su  funcionamiento  para  la  creaci6n  de

nuevos y mejores agentes antibacterianos que interrumpan  un  proceso clave,  como la

hidrolisis de la pared celular que evitaria su crecimiento y por ende la formaci6n de las

c6lulas hijas   ejerciendo una actividad  bacteriostatica.  En este contexto y dada su gran

afinidad   por  las   proteinas  con   las  que  interacttia   es  que   un   p6ptido  del   dominio

periplasmatico de Ftsx surge como un excelente candidato para dicha interrupci6n.
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Hip6tesis

Hip6tesis 1 : El dominio perip[asmatico libre de Ftsx ejerce un efecto [etal sobre bacterias

cuando se encuentra en la regi6n perip[asmatica.

Hip6tesis 2: La adici6n de 17 residuos de aminoacidos del extremo carboxilo terminal de

la Microcina E492 al peptido de[ dominio periplasmatico de Ftsx de E. co//' en presencia

del cassefe de expresi6n completo del sistema de la  microcina causaria la modificaci6n

post traduccional de la quimera.

Objetivos

Objetivo general:  Desarrollo de peptidos bacteriostaticos dirigidos contra el divisoma.

Objetivo especifico  1 : Comprobar el efecto bacteriostatico de la quimera con el dominio

extracelular de Ftsx sobre esferoplastos de E. co//..

Objetivo especifico 2: Reconstrucci6n del vector de expresi6n de la quimera para permitir

su modificaci6n post-traduccional y evaluaci6n del efecto t6xico de la quimera producida.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1  MATERIALES

2.1.1  Cepas y plasmidos

Durante este trabajo se trabaj6 con cepas de Echen.ch/.a co//. DH5a para la multiplicaci6n

y purificaci6n  de  vectores y la  cepa  C43  se  utiliz6  para  la  expresi6n  de  proteinas.  Se

trabaj6 ademas con los plasmidos detallados en la tabla 2.

Tabla 2. Plasmidos utilizados.

Nombre Oriaen Marcador de selecci6n Descripci6n
P33AM P15A Cloramfenicol Vector vacfo

pDY138pJ053pc2 colE1colE1P15A AmpicilinaAmpicilinaC[oramfenicol Expresa el dominio perip[asmatico de
Ftsx  (V94-R223)  con  un  tag  de  10
histidinas  en  el  amino  terminal  y  los
dltimos     17    amino    acidos    de    la
mccE492  de    bajo  el  promotor  del
fago T7.

Posee todo el casse#e de expresi6n
de la  microcina E492 excepto el gen
estructural mceA.

Expresa el dominio periplasmatico de
Ftsx  (V94-R223)  con  un  tag  de  10
histidinas  en  el  amino terminal  y los
d[timos  17  residuos  de  aminoacidos
de la mccE492   bajo el promotor del
fago T7.

La quimera generada con  el  dominio  periplasmatico  de  Ftsx (V94-R223),  el tag  de  10

histidinas en el amino terminal y los d[timos 17 residuos de aminoacidos de la mccE492

se denominafa en adelante XMCE y posee la siguiente secuencia:
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MRGSHHHHHH       HHHHASGSVY       KNVNQAATQY       YPSPQITVYL       QKTLDDDAAA       GVVAQLQAEQ

GVEKVNYLSR       EDAI]GEFRNW       SGFGGALDMI.       EENPLPAVAV       VIPKLDFQGT       EsljNTLRDRI

TQINGIDEVR   MDDSWFARLA   ALTGLVGRGS    GSGYNSATSS    SGSGS

2.1.2 Reactivos

En este trabajo se utilizaron  los siguientes reactivos de calidad  proanalisis:  Cloruro de

calcio, cloruro de sodio, azul de bromofenol, sacarosa, glutaraldehido, glicina,  propanol,

azul de Coomassie R250,  metanol y acido ac6tico glacial obtenidos de merk.   Mientras

que   el   acido   2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-ill   etanosulfonico   (HEPES)   se   obtuvo  de

Usbiological,  el  imidazo[  de Calbiochem,  la acri]amida 40%  de  Bio-Rad,  e[  inhibidor de

proteasas    libre    de    EDTA   de    Roche,    agarosa    de    Lafken,    EDTA   de   Winkler,

tris(hidroximetil)aminometano de AMRESCO y lisozima de huevo de gallina de Sigma.

La  enzima  de  restricci6n  Sall  y  su  buffer  10X  fueron  adquiridos  a  Thermoscientific,

mientras  que  la  enzima  de  restricci6n  Smal,  T4DNA  ligasa  y  sus  correspondientes

buffers 10X se obtuvieron de England biolabs, el cloruro de magnesio, 5X Green Go taq

flexi   buffery Go tag flexi  DNA polimerasa  de  PROMEGA,  medio  Lura  Broth  de  Difco,

dATP, dTTP, dGTP y dcTP de Omega.
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2.2 METODOS

2.2.1  Generaci6n de c6lulas electro-competentes

Se crecieron 50 mL de cultivo en medio LB hasta una densidad 6ptica a 600 nm (OD6oo)

de 0,5 -0,6, el cultivo luego se centrifug6 a 4°C por 10 minutos   a 5856 xg, se desech6

el  sobrenadante  y  se  lav6  el  precipitado    2  veces  con  25  mL  de  glicerol  10%  frio,

finalmente  el   precipitado  se  suspendi6  en  500   LiL  de  glicerol   10%,   se  alicuot6  en

voltlmenes de 50 uL y se almaceno a -80°C.

2.2.2 Electro-transformaci6n

La  electro-transformaci6n  se  hizo  en   un  equipo  gene   pulser  Xcell   marca   Bio-Rad

utilizando  los  protocolos   pre-configurados  en  el  equipo   para   la  electroporaci6n  de

bacterias.  Se  utilizaron  cubetas  de  2  mm,   con  un  pulso  de  2.5  kv.  La  soluci6n  a

electroporar se componia por un minimo de 50 ng de DNA en un volumen maximo de 10

uL a los cuales se le agregan 50 LIL de bacterias electro-competentes.

Luego de ser electroporada la soluci6n se diluyo en  lmL de medio LB y se incubo por 1

hora  a  37°C,   posteriormente  las  c6lulas  fueron  sembradas  en  placas  de  agar  LB

suplementadas con el antibi6tico correspondiente.

2.2.3 Generaci6n de c6Iulas quimio-competentes

Se centrifugaron  15mL de cultivo en  medio  LB  con  una  OD6oo = 0,6   por 10  minutos a

4°C y a 5800 xg. Se descart6 el sobrenadante, se agregaron 5 ml de Cac12 100 mM frio

en   los   que   se   suspendi6   el   precipitado   y   se   incub6   en   hielo   por   20   minutos.

Posteriormente la soluci6n se centrifugo por 5 minutos a 4° y a 3000 xg, se desech6 el
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sobrenadante  y se  suspendi6  el  pellet  en  500  LiL  de  Cac12100  mM frio  y  500  LIL de

glicerol, finalmente  se aljcuoto en voltlmenes de 100 uL para almacenarse a -80°C.

2.2.4 Quimio-transformaci6n

A una alicuota de celulas quimio-competentes de 50 LIL se le agregan entre  2 y 5 uL de

soluci6n de DNA y se deja reposar en hielo por 20 minutos.  Luego se les da  un  shock

termico a 42°C por 90 segundos y se incuban en hielo por 2 minutos. Posteriormente se

diluyen en  1  mL de medio LB, se incuban por 1  hora a 37°C en agitaci6n y se siembran

en placas de agar LB suplementadas con el antibi6tico correspondiente.

2,2.5 Expresi6n de la qujmera XMCE

Se transformaron celulas quimio-competentes de Escher/.ch/.a co//. C43 con el  plasmido

pDY138,  de  las  transformantes  obtenidas  se  seleccion6  una  para  la  expresi6n  de  la

proteina  mediante  inducci6n  con  lsopropil-P-D-1-tiogalactopiran6sido  (IPTG).  Para  lo

cua[ se inocu[6  1  L de medio   de cultivo  LB+ Ampicilina  1  mM y se creci6 hasta OD6oo =

0,6  luego de lo cual se indujo con  lpTG 300 uM por 3 horas.

Analogamente para la co-expresi6n de la quimera y el sistema de modificaci6n  MccE492

se electro-transformaron celulas de Escher/.ch/.a co//. C43 con los plasmidos pc2 y pJ053

simultaneamente,  e[ resto del  proceso se efectu6 igual al anteriormente descrito con  la

excepci6n  de que  e]  medio de cu[tivo  utilizado fue  medio  minimo  + ampici]ina  1    mM  +

cloramfenicol  1  mM.
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2.2.6 Purificaci6n de XMCE

Tanto la quimera producida para la prueba de concepto desde el plasmido pDY138 como

la producida desde pc2 en co-expresi6n con el sistema de modificaci6n de MccE492 se

purificaron mediante el mismo procedimiento.

2.2.6.1  Extracto de proteinas solubles totales

El cultivo ya pasado el tiempo de inducci6n se centrifug6 a 7300 xg  por 30 minutos,  se

desech6 el sobrenadante,  se suspendi6 el  precipitado en 40 mL de bufferA (Hepes 50

mM pH 7,5 y   Nacl 500   mM) y se afiadi6 media tableta de inhibidor de proteasas libre

de  EDTA.  La soluci6n  se sonic6  en  bafio de hielo  con  un  sonicador Misonix 3000 con

una  sonda  de  1  cm  de  diametro,  con  5  pulsos  de  entre  45  y  50  Watts  durante  20

segundos seguidos de 6 pulsos de 30 segundos de entre 65 y 75 Watts en ambos casos

con  intervalos  de  1  minuto  entre  pulsos.  Posteriormente  el  sonicado  se  centrifug6  a

47.800  xg  a 4°C  por 2  horas  para  eliminar residuos  de  membrana y otros  desechos

rescatando el sobrenadante y descartando el precipitado.

2.2.6.2 Cromatografia de afinidad a cobalto

EI sobrenadante se carg6 con una bomba peristaltica (1  mL/min) en 2 columnas HiTrap

TALON® de  1  mL conectadas en serie y previamente equilibradas con el mismo buffer

A.  Posteriormente el sistema se lav6 con 25 mL de buffer A,  seguido de  un segundo

lavado con 25 mL de bufferA + 50 mM imidazol, se realiz6 un gradiente de imidazol por

medio de un puente salino, de 50 mM a 300 mM imidazol en un volumen total de 40 mL.

Durante  el  gradiente  se  colectaron  fracciones  de  1  mL,  las  cuales  fueron  analizadas

mediante SDS-PAGE para determinar en cuales se encontraba la proteina.
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Las fraccjones en que se detect6 la proteina se juntaron  en  un poo/ y se dializaron  por

una  noche  contra  b!#er Hepes 50  mM  +  NacI  100  mM  en  bolsas  de  dialisis  de  3000

MWCO,   el poo/ dializado  se  concentr6  en tubos  centricon   de 3000  MWCO  hasta  un

volumen de aproximadamente 1  mL.

Se  tomaron  testigos  de  todos  los  pasos  de  la  purificaci6n  para  su  posterior  analisis

mediante SDS-PAGE en  15% acrilamida a 40mA.

2.2.6.3 Cromatografia de exc[usi6n molecular

Se utiliz6 una columna Super Oex 75 70/BOO conectada a una bomba de HPLC Merck

Hitashi L-6200 inteligent pump con un m6dulo detector UV- v.is.ible L4000 UV.

La  columna  se  equilibr6  con  buffer Hepes  50    mM  ph  7,5  +  Nacl  500  mM  y  para  su

calibraci6n  se  cargaron  100  uL  del  estandar  de  peso  molecular  Bio-Rad  (mezcla  de

tiroglobulina   bovina,  y-globulina bovina,  ovoalbumina de  pollo,  mioglobina de  caballo y

vitamina 812) con un f[ujo de 1  mL/min. La e]uci6n de [as proteinas se sigui6 registrando

[a absorbancia a 280 nm en tiempo real utilizando e] detector UV del equipo.

Posteriormente    y   en    las    condiciones   anteriormente    mencionadas    se    eluy6    el

concentrado  obtenido  de  la  purificaci6n  por  cromatografia  de  afinidad,  se  registr6  la

absorbancia a 280 nm y se recogieron fracciones de 1  mL hasta los 45 mL.

Las fracciones en las que se detect6 la proteina se concentraron en tubos AMICON 3000

MWCO  hasta un volumen de 500 |JL para  la quimera obtenida desde pc2 y hasta  lmL

en el caso de la quimera obtenida desde pDY138.
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2.2.7 Espectroscopia de masas

La muestra obtenida de la cromatografia de exclusi6n molecular, se envi6 al "Centro de

estudios para el desarrollo de la quimica" (CEPEDEQ) de la  universidad de  Chile  para

hacer una espectroscopia de masas en la que la adquisici6n de datos se realiz6 en un

equipo  MALDl-TOF  Microflex  (Bruker  Daltonics  lnc.,  MA-USA)  en  modo  ion  positivo

mediante detecci6n lineal para muestras preparadas en una matriz acido sinapinico.

El analisis de los dates se hizo con el programa mMass.

2.2.8 Ensayos de toxicidad de [a quimera en c6spedes

Para la generaci6n de los cespedes se mezclaron en proporci6n 5:4:1  agar MH duro, MH

liquido y cultivo a densidad 6ptica de 0,3 en medio MH y se gelifico sobre una base de

agar  duro  previamente  gelificada.   Las  cepas  utilizadas  para  generar  los  c6spedes

poseen resistencia a ampicilina y cloramfenicol.

Para ensayar la toxicidad de XMCE purificada se prob6 sobre c6spedes,  para esto, se

aplicaron gotas con un volumen final de  10 uL sobre el c6sped,  desde 20 uM hasta 0,3

LiM en diluciones seriadas de  1 :2.  Como control negativo se utmz6 el mismo buffer que

contenia la quimera y Microcina E492 como control positivo.

2.2.9 Ensayos de toxicidad de [a quimera en esferoplastos

Se inocularon 100 mL de medio LB con E.co//. C43, se crecieron las bacterias hasta OD6oo

= 0,6, se centrifugaron a 3.000 xg por 15 minutos a 4°C y se desech6 el sobrenadante.

El precipitado se suspendj6 en 15 mL de bu#erTRIS  10 mM pH 8,  se lav6 2 veces con

el mismo buffery se suspendi6 en 5 mL de buffer TRIS  100 mM pH 8 + 20% sacarosa

est6ril. A esta soluci6n se le agreg6 lentamente 200 LiL de lisozima a 2mg/mL (en agua)
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y  se  incub6  por  15  minutos  a  37°C  con  agitaci6n   (90   rmp).   Luego  se  agregaron

lentamente 1,2 mL de EDTA 0,1  M en buffersacarosa y se incub6 por 15 minutos a 37°C

con  agitaci6n  (90  rpm).  Alicuotas  de  estas  c6Iulas  son  las  que  se  utilizaron  para  los

ensayos de toxicidad en esferoplastos.

Una vez terminado el proceso se espera que las c6Iulas pierdan su membrana externa

y pared  celular volviendose esfericas,  por lo tanto al observarse en  un microscopio de

fase clara se ven como en la figura  5.

Figura 5. Preparaci6n de esferoplastos. En la esquina inferior izquierda se muestra la barra

de escala de 5 urn, la imagen se obtuvo utilizando el objetivo 63X.

Los  ensayos  de  toxicidad  se  realizaron  diluyendo  en  serie  la  soluci6n  de  XMCE  en

proporci6n  1:2 desde 28  LIM a 50 nM,  50  |JL de cada  una de  las diluciones  se mezcl6
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con  50  uL  de  esferoplastos,  se  incubaron  por 30  minutos  a  37°C.  Para  determinar el

titulo celular mediante el ensayo de micro-gotas cada diluci6n se volvi6 a diluir 8 veces

en serie 1:10.  Como control negativo se utiliz6 bwffer, en el que se determin6 el ndmero

maximo de celulas sobrevivientes, como control   positivo agua para poder establecer la

fracci6n de las c6lulas sobrevivientes que correspondia a esferoplastos.

Para  mantener  la  osmolaridad  de  la  soluci6n  de  esferoplastos  en  los  ensayos  de

toxicidad, la alicuota mss concentrada de XMCE se mezcl6 en parfes iguales con bulfer

sacarosa 400/o + TRIS 200 mM pH 8,  mientras que las siguientes diluciones se hicieron

en sacarosa 20% + TRIS 100 mM pH 8.

2.2.10 Cambio de vector

Dado  que  pDY138  y  pJ053  no  eran  compatibles,  pues  ambos  poseian  origenes  de

rep]icaci6n colEl  y como marcador de selecci6n resistencia a ampicilina,  no fue posib[e

co-expresarlos directamente, por lo que se recurri6 al cambio de vector del gen de XMCE

hacia el vector p33AM, con origen pl 5A y resistencia a Cloramfenicol. Con este prop6sito

se utilizaron las enzimas de restricci6n  Smal y Sal[  para cortar tanto a p33AM como al

gen a insertarse, sin embargo el vector de origen no poseia sitios de corte para estas

enzimas, por lo tanto se amplific6 el segmento de intefes de pDY138 con partidores que

incluian  en  sus  extremos  sitios  de  corte  para  dichas  enzimas,  este  procedimiento  se

ilustra en la figura 6.
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Figura 6.  Esquema del traspaso del gen XMCE hacia el vector p33AM. Se amplific6

el gen de XMCE utilizando partidores con sitios de corte Sall y Smal en los extremos, se cortaron

tanto el producto de PCR como el vector p33AM con  las enzimas de restricci6n Smal  y Sall, se

ligaron con T4 DNA ligasa y se transformaron en E.co//. DH5a electro-competentes.
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2,2.10.1  Reacciones de PCR

Los siguientes partidores se utilizaron para la amplificaci6n del gen XMCE:

Prt.mer toward:  5' TTAACCCGGGCACGATGCGTCCGGCGTAGA 3'

Pn.mer reverse: 5. ATATGTCGACTACAGGGCGCGTCCCAITCG  3'

En la reacci6n de PCR estandar se utiliz6 como templado pDY138 purificado, se usaron

temperaturas de 70°C para anneling y 72°C para elongaci6n. Analogamente para el PCR

de  colonias  se  utiliz6  la  misma  reacci6n  y condiciones  con  la  excepci6n  de que como

templado se utilizaron colonias completas.

En los casos en los que se requeria el producto de PCR para usos posteriores se carg6

la reacci6n en una electroforesis en geles de agarosa, se extrajo las bandas de la masa

molecular correspondiente al amplificado y se purific6 el DNA.

2,2.10.2 Digesti6n y ligaci6n

La§  enzimas de  restricci6n  se utilizaron  en  la cantidad  y condiciones  sefialadas  por el

fabricante,  dado  que  ambas  enzimas  requerian  distintas  condiciones,  se  realizaron

digestiones y purificaciones secuenciales. En primer lugar se digiri6 con Sall, se hizo una

electroforesis en gel de agarosa y se purific6 el DNA desde la banda correspondiente a

la  masa molecular del vector lineal o el  inserto con  el gen XMCE segdn correspondia.

Posteriormente se  digiri6  con  Smal,  se  comprob6  e[  corte  in,ediante  electroforesis  en

geles de agarosa y se purifico el DNA.

Una  vez  que  se  obtuvieron  el  vector  y  el  inserto  digeridos  con  ambas  enzimas  de

restricci6n se ligaron en una reacci6n con proporciones molares 10:1  de inserto a vector

vacio con DNA ligasa T4.
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2.2.11  Microscopias

Cultivos de E.co//. C43 se crecieron  hasta OD6oo = 0,6. se tomaron 97  LiL de cultivo,  se

les  agregaron  3  uL  de  glutaraldehido  25%  para  obtener  una  concentraci6n  final  de

0,75%,  se  incub6  a  temperatura  ambiente  por  15  minutos  y  se  agregaron  10  LiL  del

cultivo  fijado  sobre   una   pelicula   de   agarosa  9%   previamente   gelificada   sobre   un

portaobjetos, finalmente se cubri6 la muestra con un cubreobjetos.

Todas las microscopias se hicieron en un microscopio Zejss Axiovert 200M conectado a

una camara Axiocam  HRm  con  un  aumento de 630x en fase clara,  el analisis de  las

imagenes se realiz6 con el software lmageJ.
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3. RESULTADOS

3.1  Purificaci6n de XMCE

Con el objetivo de  purificar la quimera XMCE compuesta de  un tag  de  10  histidinas,  el

loop periplasmatico de  Ftsx (V94-R223) y los dltimos  17 residuos de la microcina  E492

para el posterior analisis de su capacidad bacteriostatica se sigui6 el protocolo sefialado

en  la secci6n de metodos. A continuaci6n se muestra un gel de SDS-PAGE de  uno de

los  pasos  mas  relevantes  de  la  purificaci6n,  la  eluci6n  en  una  columna  de  afinidad  a

cobalto.

*ffi

9         10         11            12            13

Figura 7. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas de la eluci6n de la columna Talon

HiTrap®.  EI  primer carril  St  corresponde  a  los  marcadores  de  masa  molecular  y  los  demas

carriles  a  las  respectivas  fracciones  de  eluci6n  de  la  columna,  despu6s  de  lavarla  con  50mM

imidazol y eluirla con un gradiente de 50 mM a 300 mM imidazol, ver secci6n de m6todos.
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En  la  figura  7  se  observa  que  los  carriles  del  7  al  9  muestran  bandas  de  la  masa

molecular relativa de XMCE, por lo que estas son las fracciones con las que se continu6

a los siguientes pasos de la purificaci6n.

St         Sn             Fr          LI          L2            Mc

.-         ._-i
LJ- H,     W-   :=

-  #,-8-ire
25kDa -

15kDa --
- i__i

Figura 8.  SDS-PAGE de la purificaci6n de XMCE en columnas Talon  HiTrap®.   St

corresponde a los marcadores de masa molecular,  Sn al extracto de proteinas solubles totales,

Fr al frente que no se retuvo en la columna, Ll  al primer lavado con bufferA, L2 al lavado con 50

mM imidazol y Mc a la muestra concentrada de las fracciones7, 8 y 9 mostadas en la figura 6.

Como se observa en la figura 8, el sobrenadante y el frente muestran patrones de bandas

muy similares, pues la mayor parte de las proteinas del extracto total no se retuvieron en
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la  columna  y  por  lo  tanto  se  aparecen  en  el  frente.  En  los  lavados  la  cantidad  y  la

intensidad de las bandas observadas disminuye notablemente.

Finalmente para el extracto concentrado solo es posible ver 2 bandas, una que coincide

con  la  masa  relativa de XMCE  (17 kDa) y otra de  menor masa  molecular relativa,  que

corresponde  a  una  contaminaci6n  que  se  busc6  eliminar  mediante  cromatografia  de

exclusion en una columna SuperDex 75 como se indica en la secci6n m6todos.

Con los tiempos de eluci6n obtenidos para el marcador de masa molecular se construy6

un  gfafico  del  logaritmo  de  la  masa  molecular versus  el  tiempo  de  eluci6n  como  se

muestra en  la figura  9A.  A partir de  este gfafico  se  calcularon  las  masas  moleculares

relativas  de  los  picos  observados  en  el  cromatograma  de  la  muestra,  que  presentan

maximos  en   los  voltlmenes   21,5  y  26,5   mL,   que   permiti6   determinar  sus   masas

moleculares correspondientes a 21  kDa y 4,7  kDa,  respectivamente,  por lo que XMCE

corresponderfa al primer pico (21,6 mL).  El segundo pico muestra una masa molecular

mucho  menor  que  la  del  peptido  XMCE  y  el  primer  pico  una  mayor,  probablemente

debido  a  que  la  cromatografia se  hizo en  condiciones en  que  la  proteina  mantiene su

estado nativo y por lo tanto su forma afectaria su volumen de exclusi6n  respecto al de

las proteinas globulares que sirven como esfandar.
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Figura 9. Cromatograma de exclusi6n molecular en una columna SuperDex 75.  En

A  se muestra el gfafico del Iogaritmo de la masa molecular versus el volumen de eluci6n de los

estandares de masa molecular conocida que corresponden de derecha a izquierda a  1.350  Da,

17 kDa, 44 kDa y 158 kDa (.),  mientras que la linea continua corresponde a la regresi6n  lineal

de los mismos datos.  En 8 se muestra el cromatograma de la muestra XMCE.

Dado que ambos  picos estan  bien separados,  sin  hombros  u  otro tipo de  anomalias  y

que en el SDS-PAGE de la cromatografia solo se observ6 una banda en las fracciones
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correspondientes  a XMCE,  se consider6  la  proteina  como  pura  para  proceder con  los

ensayos biol6gicos.

.
5§rm -
40KDa -
3§KD&|t-
25KDa ^ri[4*

15roi

lam

Figura  10.  SDS-PAGE  del  concentrado  Purificado de XMCE.  En el carril  izquierdo se

encuentran  los  marcadores  de  masa  molecular,  mientras  que  en  el  carril  derecho  esta  XMCE

purificado.

3.2 Ensayos de toxjcidad de la quimera

En el  marco del trabajo con  la quimera (XMCE) formada por un tag de  10 histidinas en

el extremo amino terminal,  el dominio periplasmatico de  Ftsx (V94-R223) y los  dltimos

17 aminoacidos de la microcina E492 en el extremo carboxilo terminal se llevaron a cabo

dos tipos de pruebas de toxicidad.

La  primera  consisti6  en  un  ensayo  de  toxicidad  de  la  quimara  no  modificada  sobre

cespedes de E.coli que mostro que a ninguna de las concentraci6n ensayadas hubo halo
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de  inhibici6n.  Sin  embargo  se  debe  recordar  que  Ftsx    actt]a  en  el  periplasma    y  la

quimera  no  podria  acceder  a  esta  localizaci6n  desde  el  exterior  en  c6lulas  E.co//. sin

atravesar la membrana externa.

Para  ejercer  su  efecto  toxico  XMCE  requiere  estar  en  el  periplasma,  dado  que  las

proteinas con las que interactda se encuentran en dicha ubicaci6n subcelular. Como no

es posible que XMCE alcance el periplasma de las celulas al agregarlo de forma externa

se decidi6 por un segundo ensayo para probar su efecto en esferoplastos,  pues.estos

carecen de membrana externa y pared  celular por lo que XMCE  podria competir en el

periplasma  con  el  sistema  Ftsx-Envc-AmiA  necesario  para  la  reparaci6n  y  posterior

division  celular.

Para calcular el titulo celular obtenido en cada concentraci6n de quimera ensayada se

utiliz6 el ensayo de microgotas, los datos del cual se resumen en la tabla 3, en la figura

11  se  muestran  como ejemplo  las placas  del  ensayo de microgota correspondientes a

los controles
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Figura 11. Muestra del ensayo de micro-gotas utilizado para la determinaci6n de la

sobrevida de los esferoplastos. Se utiliz6 el ensayo de micro-gota para determinar el titulo
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celular de cada  una de las  concentraciones de XMCE que se probaron  en  esferoplastos,  en  la

figura respectivamente marcados como agua y buffer se muestran los controles  como ejemplo,

los  ndmeros  alrededor de  cada  placa  sefialan  la  diluci6n  de  cada  gota  respecto  a  la  soluci6n

original, los datos correspondientes a las distintas concentraciones ensayadas de XMCE (imagen

no mostrada) se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Efecto de la concentraci6n de XMCE en la sobrevida celular.

Condici6n Concentraci6n,  LIM UFC contadas por qota Diluci6n Titulo

XMCE 28 15 17 17 104 1,63*107

XMCE 14 11 12 14 104 1,23*107

XMCE 7 15 17 20 104 1,73*107

XMCE 3,5 13 13 15 104 1 '37*107

XMCE 1,75 12 17 23 104 1,73*107

XMCE 0,88 15 9 15 104 1,30*107

XMCE 0,44 15 15 15 10-5 1,50*108

XMCE 0,22 9 10 10 106 9,67*108

XMCE 0,11 12 10 9 10J5 1,03*109

Buffer - 8 11 15 10J5 1,13*109

Agua - 17 18 25 10-3 2,00*106
A  "tulo   celular   calculado   a   partir   del   conteo   de   UFC   por   placa   para   cada   una   de   las
concentraciones de XMCE y sus respectivos controles (en duplicado)

A partir de los datos de la tabla se consider6 buffer como la cantidad maxima de c6lulas

y agua como el control negativo,  la dependencia   del titulo respecto a la concentraci6n

de XMCE se grafic6 en la figura 12, considerando los controles ya sefialados.
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Figura  12.   Efecto de la concentraci6n de XMCE en  la sobrevida celular.   En A en

escala  logaritmica  y en  a  en  escala  normal.  En  cada  caso  el titulo  celular  maximo  (buffer)  se

muestra con la lfnea  punteada azul en la parte superior de la figura y el control negativo  (agua)

en linea punteada roja en la parte inferior.
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Como  se  observa  en  la figura  12A XMCE  produce  un  efecto  bacteriostatico  sobre  los

esferoplastos que es observable hasta una concentraci6n de 0,44 uM, del ajuste a una

curva  sigmoidea  de  los datos se calcul6 un  15o de 337  nM,  sin embargo es destacable

que  incluso  en  las  mayores  concentraciones  ensayadas  no  se  elimina  el  total  de  los

esferoplastos,  como  lo  hace  el  agua.  Aunque  no  se  debe  olvidar  que  el  eje  de  las

abscisas  en     la  figura   12A  se  encuentra  en  escala  logaritmica,   lo  que  deforma  la

percepci6n  del  efecto observado  por lo que en  la figura  128  se  presentan  los  mismos

datos  con  un  eje  de  las  abscisas  en  escala  lineal.  En  donde  podemos  observar  lo

cercanos a cero que son los efectos del agua y de XMCE sobre 1  iiM.

3.3 Construcci6n de un vector compatible

Por  motivos  de  compatibilidad  entre  los  vectores  utilizados,  fue  necesario  cambiar  el

vector en que se expresaba XMCE,  mediante  la estrategia sefialada en la secci6n de

Materiales y M6todos.

En  la figura  13 se observa que  los dos  partidores selecoionados que  se  muestran en

Materiales  y  M6todos,  amplifican  el  segmento  esperado,  debido  a  que  el  producto

sintetizado  corresponde  a  las  ~890  pb de XMCE  (carriles  Rl  y  R2).  EI  DNA obtenido

desde estas bandas junto con el vector vacio se digiri6 y lig6 como se indica en Metodos.

El  producto  ligaci6n  se  transform6  en  c6lulas  de  E.  co//.  DH5a.  Los  transformantes

obtenidos se analizaron mediante PCR de colonias como se muestra en la figura 14
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la reacci6n de PCR

para amplificar el gen XMCE a partir de pDY138. El primer carril corresponde al marcador

de ntimero de pares de bases y los carriles Rl  y R2 muestran, en duplicado,  los productos de la

reacci6n de PCR. C- es el control negativo sin DNA templado.
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Figura 14. Electroforesis de la reaccl6n de PCR de colonias de log transformantes.

Ld es el marcador del ndmero de pares de bases,  C- es el control  negativo sin templado,  C+ el

control   positivo   con   pDY138   y   los   ndmeros   subsecuentes   corresponden   cada   uno   a   un

transfomante analizado.

Como se puede apreciar en la figura solo el transformante 2 mostfo un amplificado que

corresponde con el ntlmero de pares de bases del control positivo,  lo que jndica que se

lig6   como   se   esperaba,   mientras   que   los   otros   transformantes   no   muestran   un

amplificado  debido  a  que  poseen  p33AM  que  carece  de  la  secuencia  codificante  de

XMCE.  Por lo tanto los pasos siguientes se realizaron con el plasmidio purificado desde

el clan 2, en adelante referido como pc2.
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3.3.1  Digestion del vector pc2 con EcoR1.

Se utiliz6 EcoRl  para comprobar la inserci6n de la secuencia que codifica XMCE en el

vector p33AM.

Figura 15. Electroforesis de los productos de digesti6n de p33AM y pc2 con EcoRl.

Ld marcador de nomero de pares de bases,  p33 es p33AM sin digerir,  p33' es p33AM digerido

con  EcoRl,  pc2 vector obtenido del clon 2 sin digerir y   pc2' vector obtenido del clon 2 digerido

con  EcoRI.

De la figure anterior se calcula el tamafio relativo de cada banda, el de p33AM digerido

es de 3970 pb  y el de pc2  que es mayor, 4600 pb, corroborando lo esperado para cada

uno (3930 y 4760 respectivamente),  pues el tamafio de p33AM debiera incrementar en
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890 pb con el inserto. A la vez en pc2 se pueden ver 2 bandas, una de cerca de 4600 pb

y  otra  de  aproximadamente  2300  pb,  en  cambio  p33AM  sin  digerir  muestra  una  sola

banda de 1420 pb.

Los    resultados    en    su    conjunto    muestran    que   XMCE    se    encuentra    insertado

correctamente en el vector p33AM, formando el vector pc2.

3,4 Cocxpresi6n de pJ053 y pc2

La sobre-expresi6n de proteinas puede tener distintas consecuencias en la c6lula, entre

las  que  se  encuentran  la  formaci6n  de  cuerpos  de  inclusi6n  de  la  proteina  sobre-

expresada, su degradaci6n por proteasas o que posea un efecto toxico sobre la c6lula,

en  cuyo  caso  podria  causar  cambios  fenotipicos  como  filamentaci6n  o  ausencia  de

septaci6n,  la detecci6n de este tlltimo fen6meno se llev6 a cabo mediante microscopia

en campo claro.
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Figura 16. Microscopia de fase en campo claro de las transformantes. En la leyenda

de cada cuadro se indica el o los plasmidos y condiciones pertinentes,  el aumento se mantiene

en todas las imagenes y en la esquina inferior izquierda se puede observar la barra de escala de

5 urn. Todas las imagenes fueron tomadas con el objetivo 63X.

Como podemos ver en la figura 16 todas las combinaciones de vectores utilizadas, tanto

en presencia como en ausencia del inductor tienen un fenotipo normal,  un resumen del
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largo  promedio de  cada  combinaci6n  se  muestra  en  la tabla 4,  donde  no  se  pueden

apreciar diferencias significativas entre ellas, por lo que su expresi6n no estaria teniendo

efectos fenotipicos sobre las c6lulas productoras.

Tab]a 4-Largo promedio de [as c6]ulas en cada condici6n.
Plasmidos Tamafio,  urn

silvestre 2,23 ± 0,33

pc2 2,20 ± 0,59

p33am 1,90 ± 0,40

pJ053 2,24 ± 0,42

pJ053+pc2 2,39 ± 0,42

pJ053+pc2+lpTG 2,42 ± 0,52

A continuaci6n se procedi6 a purificar la quimera obtenida de la co-expreci6n de pJ053

y  pc2  con  la  misma  metodologia  anteriormente  utilizada  para  la  quimera  obtenida  de

pDY138 y con resultados similares.  Posteriormente la toxicidad de la quimera obtenida

fue  probada  en  cespedes  de E.  co/t. C43 como se  muestra en  la figura  17.  Como se

puede  observar  en   la  figura,   el  uso  de  diferentes  concentraciones  de   la  quimera

purificada desde del sistema en el que se co-expresan pj.053 y pc2 sobre cespedes de

E.co//.,  indic6 la ausencia de toxicidad de esta en todas las concentraciones ensayadas,

que son  al  menos 2 6rdenes  de  magnitud  mayores  respecto  a  las  que se  mostraron

toxicidad  en  esferoplastos.  Por  lo  que  no  se  realizaron  mas  estudios  dirigidos  a  la

evaluaci6n de la toxicidad de la quimera /.r} v/.vo.
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Figura 17. Ensayo en c6spedes de la toxicidad de la quimera. Donde el control positivo

(C+) corresponde a microcina E492, el control negativo es el mismo bu#er en el que se encuentra

la quimera  y los ntimeros corresponden a distintas diluciones seriadas 1 :2 de la quimera, siendo

la mas concentrada el ndmero 1  a 20 uM.

Debido a que la falta de toxicidad  puede deberse a un ingreso fallido de la quimera a la

c6lula  blanco    por  ausencia  de  modificaci6n  post-traduccional  o  por  una  falla  en  el

reconocimiento  de  las  modificaciones  por  la  c6lula   blanco     se  procedi6  a  evaluar

mediante  espectroscopia  de  masa   la  modificaci6n   post-traduccional  de   la   proteina

purificada.

3,5 Determinaci6n de la masa molecular de la quimera

Para el analisis de datos de la espectroscopia de masa de XMCE purificado se utiliz6 el

espectro de las masas identificadas por el programa mMass, pues los picos observados

en  el  espectro  sin  tratar  eran  anchos,  con  una  amplitud  de  hasta   100  Da,   lo  que
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posiblemente se debi6 a la alta masa molecular de XMCE, que se encuentra cerca del

limite  de  detecci6n  de  la tecnica  utilizada.  Una de  las  causas  de  la  baja  resoluci6n  es

que la adquisici6n de datos se realiz6 por detecci6n lineal lo que genera baja resoluci6n

de masa.

El espectro de las masas identificadas por el programa mMass se muestra en la figura

18,  en  el  se observan  4  picos,  el  mayor de  los cuales  en  17.854  Da  corresponderia  a

XMCE sin modificar cuya masa te6rica es de 17.863 Da en el pH acido en que se realjz6

el espectro,  la diferencia de la masa obtenida cae dentro del error experimental.

18000 18600
in/z

FIgura  18.  Espectroscopia  de  masa  de  XMCE.  El  eje  de  las  ordenadas  representa  la

relaci6n ente masa y carga. Podemos observar un pico principal en 17.854 y otros tres picos mss

pequefios entre  18060 y 18320.
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En el espectro aparecen otros picos con masas moleculares superiores al primero, y son

exactamente 205, 380 y 466 Da mayores,  pero en proporciones mucho menores a las

del primero,  los picos y las diferencias entre ellos y el pico correspondiente a la XMCE

no modificada se encuentran en la tabla 5,  analogamente en la columna derecha de la

misma se encuentran las diferencias entre las masas moleculares de las formas total o

parcialmente   modificadas   de   la   microcina   E492   y   su   forma   no   modificada   para

comparaci6n.

Como se puede observar en la tabla la diferencia entre los picos detectados en XMCE

no corresponde con la masa molecular de la enteroquelina completa y esto descarta la

presencia de la modificaci6n con enteroquelina en XMCE y concuerda por lo tanto con

la ausencia de actividad antibacteriana observada.

Tabla 5. Diferencia en los picos observados en XMCE y Microcjna E492.

Picos en XMCE (Da) Diferencia en XMCE (Da) Diferencia en MccE492 (Da)

17.854,20 0 0

18.060,10 205,89 385

18.234,82 380,62 608

18.320,32 466,12 831

A  pesar  de  lo  anterior  la  presencia  de  picos  de  mayor  masa  que  la  de  XMCE  no

modificada   podria   indicar  asociaci6n   a  sales  o   presencia   de   modificaciones   post-

traduccionales  incompletas,  lo que seria  posible dada  la similitud  en  masa de algunas

de las diferencias encontradas, como la de 380 en XMCE y 385 en MccE492 que en esta

tlltima   corresponderia   a   una   modificaci6n   incompleta,   sin   embargo   no   se   puede

diferenciar entre ambas posibilidades.
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4. DISCUS16N

El  objetivo  principal  de  este  trabajo fue  la  construcci6n  de  una  quimera  de  Ftsx  para

inhibir la divisi6n  bacteriana.  Dada  la toxicidad  al expresar  Ftsx completa  en  E.  co//. se

trabaj6   solo   con   el   "loop"   periplasmatico   ov94-R223)   de   esta   proteina,   que   es

responsable  de  sus  interacciones  en  el  periplasma  y  se  conocen  sus  constantes  de

disociaci6n  in vitro con otras proteinas del divisoma como FtsQ,  FtsE,  Envc y consigo

misma (Maturana y col„ 2014). La quimera de 17.869 Da contenia el "loop" de Ftsx,  un

tag  de   10  histidinas  en  el  extremo  amino  terminal  y  los  tlltimos   17  residuos  de  la

microcina E492 en el extremo carboxilo terminal.

La toxicidad de la quimera se prob6 sobre esferoplastos de E.co//. en los que se encontr6

un  efecto  t6xico  con  un  15o  de  337  nM,  al  contrario  sobre  c6spedes  de  E.co/i.  no  se

encontr6  ninguna  actMdad  t6xjca.  Este  resultado  claramente  indica  que  la  membrana

externa  impide  la  entrada  de  la  quimera.  Para  hacer  permeable  la  membrana  a  la

quimera  se  utiliz6  el  sistema  de  transporte  de  la  microcina   E492   a  traves  de  los

receptores de hierro que reconocen la modificaci6n post-traduccional con un sider6foro

en esta  proteina.  Con  este objetivo se utiliz6 el  sistema genetico de modificaci6n  de la

microcina   E492  y  se  obtuvo  una  quimera   parcialmente  modificada  en  su  extremo

carboxilo terminal. Al probar la actividad toxica de esta quimera parcialmente modificada

en   c6spedes   de   E.co/i.  no   se   encontr6   actividad   bacteriostatica.   Al   determinar   la

naturaleza  de  las  modificaciones  por    espectroscopia  de  masas  no  se  detect6  una

modificaci6n  que  correspondiera  a  enteroquelina,   pero  si   algunas  de  menor  masa

molecular por lo que se concluy6 que la falta de actividad se debia a  la ausencia de la

modificaci6n completa con enteroquelina.
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4.1  Expresi6n, purificaci6n y caracterizaci6n de la quimera.

La quimera se expres6 en E.co//. C43 bajo el promotor del fago T7 y se purific6 mediante

dos columnas de afinidad de cobalto en serie obteni6ndola con un solo contaminante, el

que  fue  posteriormente  separado  por  exclusi6n  molecular  con  HPCL,  y el  tiempo  de

retenci6n de la quimera en estado nativo mostr6 una masa molecular relativa de 21 kDa.

La   quimera   purificada   se   analiz6   par   SDS-PAGE   y   se   confirm6   la   ausencia   de

contaminantes y se estim6  una masa  molecular de  17  kDa,  que coincide  con  la  masa

esperada.  Por lo tanto  la  mayor masa determinada  por exclusi6n molecular con  HPLC

con estandares globulares sugiere que la quimera no seria globular en su estado nativo.

Ensayos  sobre  c6spedes  de  bacterias  Gram  positivas  y negativas    mostraron  que  la

quimera  sin  modificar no  afectaba  su  crecimiento.  La  inocuidad  de  la  quimera  puede

explicarse  por  dos  razones  principales,  la  primera  es  que  no  sea  competitiva  con  la

funci6n  del  "loop"  de  Ftsx  en  el  divisoma  y  la  segunda  que  es  que  no    atraviese  la

membrana externa hacia el periplasma impidiendo su acci6n. Como se mencion6 antes,

para comprobar que la membrana extema de la bacteria actda como una barrera para la

entrada  de  la  quimera,  se  utilizaron  esferoplastos  que  permiten  el  acceso  directo  al

periplasma. Los resultados de sobrevida de los esferoplastos en presencia de la quimera

muestran que Ftsx-MccE492 tiene un efecto t6xico sobre los esferoplastos, alcanzando

un  2%  de  sobrevida  a  partir  de  574  nM  con  un  valor  de  15oo;a  igual  a  337  nM,  que

corroboraria la hip6tesis inicial sobre su actividad  bacteriostatica y la concentraci6n en

la que se observa se encuentra en el mismo orden de magnitud que la Kd entre Ftsx y

Envc que es de 186 nM.

Por lo tanto podemos concluir que la segunda opci6n planteada es decir, el paso a traves

de  la  membrana  externa  es  el  que  limita  la  acci6n  de  la  quimera.  Para  eliminar esta
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barrera se requiere de un medio que permita la entrada de la quimera al periplasma. La

estrategia de "Caballo de Troya" planteada en la lntroducci6n fue el medio escogido en

este caso.  Como se describe en  los resultados,  para  utilizar los transportadores  hierro

FepA,  Flu y Cir se  utiliz6 el  sistema de modificaci6n  postraduccional de  microcina que

utiliza  enteroquelina  y  permite  su  entrada  al  periplasma  (Strahsburger  y  col.,  2005).

Contrariamente a lo esperado no hubo actividad bacteriostatica sobre las c6lulas de E.

co//. BL-21  al utilizar la quimera  Ftsx-MccE492 expresada en conjunto con el   plasmidio

PJ053 que contiene el sistema de modificaci6n post-traduccional de la microcina E492.

Explicaciones   para  esto  son  las  siguientes:  errores  en  el  ingreso  a  la  celula,  falta de

modificaci6n post-traduccional o concentraci6n insuficiente.

Los  resultados  de  espectrometria  de  masas  de  la  quimera  post-traduccionalmente

modificada con  el  sistema de la  microcina mostraron que efectivamente  la quimera no

contenia enteroquelina y solo se encontraron modificaciones de menor masa molecular.

Lo que negaria la segunda hip6tesis ya que la adici6n de los t]ltimos  17. residuos de la

MccE492, de los cuales los tlltimos 10 poseen un motivo que se ha reportado necesario

(Leiva,  2009),  no serian suficientes  para ser reconocidos y modificados  por el sistema

de modificaci6n post-traducciona[ de [a microcina.

Una causa a descartar es que la concentraci6n de la quimera modificada no haya sido

suficiente,  pues  el  analisis  de  los  resultados  de  espectrometria  de  masas  muestra  un

19,4% de la quimera modificada con un aumento de alrededor de 200 Da. que si hubiese

sido   reconocida   por  los  receptores  la  concentraci6n   maxima  ensayada  de  20   uM

corresponderia a 500 nM que esta en el rango de concentraciones en que se observ6 el

efecto en esferoplastos
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En conocimiento de que los tlltimos 17 residuos de la microcina no son suficientes para

el  reconocimiento y posterior modificaci6n  de la quimera,  la  primera idea que surge es

que   exista   algtin  tipo  de   reconocimiento   estructural   del   resto   de   la  proteina   que

claramente  diferenciaria  a  la  microcina  de  la  quimera,  sin  embargo  esta  idea  es  poco

probable,   pues   se   sabe   que   la   microcina   E492   es   una   proteina   mayormente

desestructurada.  Pero  a  su  vez  resalta  otra  de  las  diferencias  que  existe  entre  la

microcina  E492  y el  dominio  periplasmatico  de Ftsx,  y es  que  mientras  la  primera  es

mayormente  desestructurada  la segunda no y aunque  no  hay una  estructura descrita

para  Ftsx de E.co//. si la hay para su hom6loga en  Adycobacfen.urn fubercu/os/.s (Mavrici

y   col.,   2014).   En   dicha   estructura   se   puede   observar   que   aunque   a   la   parte

periplasmatica  de  Ftsx frecuentemente se  le  denomina  "loop" esta corresponderia en

realidad a un dominio periplasmatico que contiene principalmente estructura secundaria

helicoidal  en  su  espacio  tridimensional.  EI  modelo  por  homologia  (Swiss  model)  del

"loop" de E. co//., ba§ado en la estructura del loop de M. fubercu/os/.s, muestra las mismas

caracteristicas   estructurales.   Asi,    la   estructura   del   "loop"   podria   interferir   en   la

modificaci6n  post-traduccional  de  la  quimera,  pues  al  unir el  carboxilo  terminal  de  la

microcina  E492  al  dominio  periplasmatico  de. Ftsx  la  estructura  del  mismo  podria

disminuir [a accesibilidad a la maquinaria de modificaci6n post-traduccional en el extremo

carboxilo terminal, evitando su reconocimiento y modificaci6n.

AI  respecto,  se  ha reportado  en  proteinas desestructuradas que el  reconocimiento se

realiza por interacci6n con areas especificas de las proteinas con las que interactt]an y

no hay necesariamente un reconocimiento de la secuencia, ademas se acompafia de un

cambio  estructural  de  la  proteina  inicialmente  desestructurada  para  acomodarse  a  la

interacci6n (Ubersky y col., 2000). Un ejemplo de esto es la colicina E9, una bacteriocina
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que ingresa a la bacteria asistida por el receptor de hierro BtuB, con el que interacciona

y  forma  un  complejo,  el  que  posteriormente  recluta  a  la  porina  OmpF  mediante  la

interacci6n de los extremos desestructurados de la colicina E9 con 2 de los poros de la

OmpF  trim6rica  y  con  esto  permite  que  trav6s  de   una   sucesi6n   de  interacciones

posteriores ingrese a la celula (Housden y col., 2005;  Housden y col., 2013).

4.2 Proyecciones

A   pesar   que   la   estrategia   abordada   en   este   trabajo   no   permiti6   obtener   las

modificaciones   post-traduccionales   esperadas  si  fue   posible   realizar  la  prt/eba   de

concepfo,  que  implica  que  el  dominio  periplasmatico  de  Ftsx  interactda  con  Envc

interfiriendo  la  funci6n  de  esta,` y  por  lo  tanto  posee  un  efecto  bacteriostatico  sobre

esferoplastos,   por  lo   que   se   espera  que  dicho   efecto   sea  transferible   a   c6Iulas

bacterianas  al  combinar  el  dominio  periplasmatico  con  algdn  transportador  natural  o

artificial que medie en su  ingreso al periplasma para ejercer su funci6n.

Como  continuaci6n  de  este  trabajo  se  podria  perfeccionar  la  quimera  utilizada  y  su

modificaci6n  post-traduccional  incluyendo  variaciones  al  modelo  aqui  probado,  como

podria  ser  la  adici6n  de  mayor  cantidad  de  residuos  de  la  microcina  en  el  extremo

carboxilo terminal de modo de evitar la interferencia del "loop" estructurado y obtener un

mejor reconocimiento por e] sistema de modificaci6n.

Otra de las estrategias que se pueden abordar en la misma direcci6n y continuando con

la   estrategia   de   caballo   de   Troya,   es   la   adhesi6n   quimica   de   sider6foros   tipo

enteroquelina o salmoquelina para lograr el ingreso del dominio periplasmatico completo

a  traves  de  los  transportadores de  Fe  (Ill)  al  periplasma,  de  un  modo  similar al  de  la

entrada de la microcina E492 pero sin la utilizaci6n de su sistema de modificaci6n post-
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traduccional.  Esta estrategia tiene buenos precedentes en mol6culas pequefias ya que

Zheng  y  Nolan.   (2014)     lograron   unir  lantibi6ticos  como  ampicilina  y  amoxicilina  a

enterobactina (sider6foro) mediante un puente de polietilenglicol  y observaron que esto

no  solo  mejoraba  el  ingreso  a  la  celula  de  los  antibi6ticos  sino  que  mej.oraba  su

efectividad y disminuia hasta en 1000 veces su concentraci6n minima inhibitoria.

Una aproximaci6n distinta para lograr el ingreso es el uso de ce// penefrafi.ng papf/.des o

CPP   que   son   un   grupo   de   peptidos   pequefios,   cati6nicos  que  forman   estructura

helicoidal, los cuales poseen la capacidad, gracias a su estructura, de interactuar con las

membranas eucariontes y atravesarlas sin dafiarlas, estando solos o llevando grandes

cargas.   Para algunos derivados de la  bactenecina 7  (9  residuos) se ha reportado que

son capaces de atravesar la membrana plasmatica con grandes proteinas adosadas a

ellos como estreptavidina (~60 kDa) y unidos a sondas especificas se ha reportado que

pueden  ingresar incluso a  las mitocondrias  (Sadler y col.,  2002;  Dmitriev y col.,  2010).

Todo esto los hace buenos candidatos para ingresar el dominio periplasmatico de Ftsx

a la celula, pues pueden ingresar proteinas de hasta 3 veces la masa molecular de la de

intefes y atravesar incluso membranas mitocondriales cuya composici6n lipidica es mss

cercana a la de las bacterias que serian en este caso el blanco.

Finalmente y como  una proyecci6n en  otra direcci6n a las anteriormente mencionadas

seria  de  intetes  poder acotar atin  mas  la  region  de  Ftsx requerida  para  la  interacci6n

con otras proteinas y la generaci6n del efecto t6xico observado en esferoplastos,  pues

165  residuos  son  suficientes  para  constituir  un  dominio  estructurado  que  dificulta  la

btlsqueda de un medio de ingreso a la bacteria.  Un  peptido mas pequefio derivado del

"loop"  de  Ftsx,  que  conserve  la  misma  afinidad  para  Envc  podria  ser  mas  facil  de

modificar [Iegando incluso a no requerir de una entrada asistida.
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5. CONCLUSIONES

>     La  quimera  es  efectiva  para  disminuir  la  sobrevida  en  esferoplastos,  lo  que

sugiere una inhibici6n de la funci6n de Ftsx.

>    La inocuidad de la quimera en bacterias indica que la  membrana externa impide

su paso al no estar modificada con enteroquelina.
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