Centro de Investigacion en Alimentacion y
= Desarrollo, A.C.

ESTUDIOS BIOQUIMICOS Y ESTRUCTURALES DE ENZIMAS
CLAVE EN EL DESARROLLO Y METABOLISMO
ANTIOXIDANTE DE Vibrio parahaemolyticus: GLUTAMATO
RACEMASA Y GLUTARREDOXINA 2.

Por:

Leonardo Yame Fox Uribe

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACON DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

Como requisito parcial para obtener el grado de

DOCTOR EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Diciembre 2019



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de Leonardo Yame Fox
Uribe, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial para

obtener el grado de Doctor en Ciencias.

i 7;//{:4'&/{

Dr. Rogerio Rafael Sotelo Mundo
Director de Tesis

,.4"/

Dr. Adrian’Odhoa Leyva
Co-director

T

Dra. Veronica Mata Haro
Integrante del comité de tesis

) T é 4y
(/,," /Zjé(.&«’»g;«s &t Ck/‘ré‘f'/ Sl e 2 O

“ P Adviana Teresita Muhlia Almazhn

Integrante del comité de tesis

0 S
Dr. Luis Gabriel Brieba de Castro
Integrante del comité de tesis




DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacion generada en la tesis “Estudios Bioquimicos y Estructurales de Enzimas
Clave en el Desarrollo y Metabolismo Antioxidante de Vibrio parahaemolyticus: Glutamato
Racemasa y Glutarredoxina 2” es propiedad intelectual del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y agradecen las citas breves del material
contenido en esta tesis sin permiso especial del autor Leonardo Yame Fox Uribe, siempre y cuando
se dé crédito correspondiente. Para la reproduccion parcial o total de la tesis con fines académicos,
se deberd contar con la autorizacidn escrita de quien ocupe la titularidad de la Direccién General

del CIAD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos contenidos en
esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa autorizacion escrita del manuscrito en cuestion

del director(a) de tesis.

CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.

Coordinacion de Programas Agademicos

CIAD

Dr. Pa—b‘iowgﬁaudo zélez
Director Geneyal



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer inicialmente a CONACYT por el apoyo otorgado para el desarrollo de la
investigacion durante el doctorado en ciencias, sin este no hubiera sido posible realizar los estudios

de posgrado.

Agradezco a CIAD por haberme abierto las puertas desde el inicio en la Maestria en Ciencias hasta
el Doctorado en Ciencias; centro de investigacion que me ha formado en el quehacer cientifico.
Llevo con orgullo y gratitud el haberme desarrollado en esta institucion que me ensefi¢ tanto y me

concedio la oportunidad de aprender, conocer y crecer tanto académica y profesionalmente.

He de agradecer a los a los proyectos de financiacion de equipo (INFR-2014-01-225455) y ciencia
basica (CB-2014-01-237963), mediante los cuales fue posible realizar los estudios pertinentes en

la presente investigacion.

Es mi deseo agradecer de manera insondable a mi director de tesis el Dr. Rogerio R. Sotelo Mundo,
quien ha sido un pilar en la formacion académica y personal de un servidor. Solo los que viven las
experiencias en el trabajo en equipo, conocen los bemoles necesarios a superar en el camino que

transitamos. Gracias Roger recibe un fuerte abrazo.
También agradezco al comité de tesis integrado por Dr. Rogerio Sotelo Mundo, Dr. Adrian Ochoa
Leyva, Dra. Veronica Mata Haro, Dr. Luis Brieba de Castro y Dra. Adriana Muhlia Almazéan, por

su infinito apoyo y guia para culminar los estudios de doctorado.

Agradezco también a la Dra. Karina Garcia Orozco por su aporte y contrastes en los experimentos

y analisis de laboratorio.

Un agradecimiento para mis comparieros de laboratorio, con quienes convivi a diario y se vivieron

experiencias que después son anécdotas: Nacho, Lu, Cristobal, Eva, Bruno, Alfredo y Shark-Caro.

Agradezco a la Dra. Maria Auxiliadora Islas Osuna del Laboratorio de Genética y Biologia



Molecular de Plantas en CIAD, tanto por su apoyo técnico como académico. También un
agradecimiento a la Dra. Carmen Contreras Vergara por su apoyo Yy disposicion para consultas y

contrastes.

Agradezco a las coordinadoras de la CPA Dra. Herlinda Soto Valdez y Dra. Gloria Yepiz
Plascencia que estuvieron al frente de la CPA a lo largo de los periodos pertinentes, durante los
cuales siempre estuvieron en la mejor disposicion de apoyar de la mejor manera para la realizacion

y finalizacion de los estudios del posgrado.

Hago un especial agradecimiento a los integrantes y trabajadores de la CPA: Argelia Marin
Pacheco, M.E. Veronica Araiza Sanchez, M.E. Laura Elizabeth Garcia Cruz y Héctor Galindo

Murrieta por su invaluable e indispensable labor.

Un gran reconocimiento y agradecimiento a la M.E. Aurora Vidal Martinez por su vital apoyo y
disposicion en el manejo de equipo técnico para videoconferencia, asi como contar siempre con su

atencion para que éstas se llevaran a cabo exitosamente.

Es mi deseo agradecer muy entrafiable y profesionalmente a Gerardo Reyna Cafiez por su valioso
apoyo técnico en la busqueda de material bibliogréfico, asi como a los trabajadores de la Biblioteca
de CIAD QB. Fernando Alejo Leyva Livshiny Luis Francisco Conde Ortiz por su incansable apoyo

durante las jornadas de lectura e investigacion bibliogréafica.

Un agradecimiento especial a la Dra. Adriana Muhlia del Laboratorio Bioenergética y Genética
Molecular en CIAD, tanto por sus comentarios de gran valor para el avance del proyecto como su
apoyo en todo momento durante el doctorado.

Quiero agradecer también a la Dra. Vero Mata Haro del Laboratorio de Microbiologia e
Inmunologia en CIAD, por su apoyo técnico y académico, asi como por su contribucion critica y

precisa con observaciones y sugerencias.

Especial agradecimiento a Dr. Luis Brieba por su aceptacién y apoyo tanto técnico como

académico durante la estancia de investigacion en el Laboratorio de Bioquimica Estructural en



LANGEBIO, CINVESTAYV, Irapuato; asi como abrirme las puertas de su casa durante este tiempo.

Agradezco especialmente al Dr. Adrian Ochoa y co-director de tesis del Instituto de Biotecnologia
(IBt) de la UNAM en Cuernavaca, Morelos; quien me abri6 las puertas y aceptd para realizar una
estancia de Investigacion en dicha institucion. Igualmente, a todos los integrantes de 8a lab, con
quienes tuve la oportunidad de convivir, aprender y crecer: Fer, Luigui, John-r, Aby, Miriam, Axel,

Edgar, Melany, Juan Manuel, Marco, Kob y Gama.

Le agradezco insondablemente al Bidl. Filiberto Sanchez Lopez por su apoyo y colaboracion en
sugerencias y ensefianzas durante los experimentos; asi como por su asistencia y respaldo personal

e incondicional en todo momento para llevar a cabo la estancia de investigacion en el IBt.

Agradezco también a la Dra. Gloria Saab Rincon e Ing. Leticia Olvera Rodriguez del Grupo
Ingenieria Celular y Biocatalisis en el IBt por su disposicion y apoyo académico y uso de equipos

para el desarrollo de experimentales.

Quiero agradecer a mis comparieros y colegas del IBt; quienes estuvieron presentes en todo
momento, con contrastes, matices y experiencias Unicas: Coralito, David, Cabo y Citlali; gracias a

ustedes fue posible vivir mas experiencias para contarlas.

Agradezco especialmente a la Dra. Yedith Soberanes Duarte en el Departamento de Investigacion
en Polimeros y Materiales de la UNISON, por sus aportes tedricos y practicos, asi como su apoyo

durante los experimentales.
Quiero hacer un agradecimiento muy especial al Dr. Javier Hernandez Paredes en el Departamento
de Fisica de la UNISON, por su invaluable aporte en conocimiento y sugerencias criticas en el

desarrollo de los experimentos para la caracterizacion de compuestos quirales.

Agradezco a Dios por darme la oportunidad de vivir y superar cada reto nuevo que se presenta en

la vida, asi como a mis padres que siempre me han brindado su apoyo total y carifio.

Finalmente, quiero agradecerle a mi pareja, novia, amiga y colega M.C. Rosa Nitzia Arce Carrillo



por su respaldo y amor incondicional en todo momento, asi como por sus sugerencias y criticas

constructivas para mejorar y pulir la redaccion de la presente tesis de investigacion doctoral.



DEDICATORIA

«Lo importante en la ciencia no es tanto obtener nuevos datos,

sino descubrir nuevas formas de pensar sobre ellos».

William Lawrence Bragg



CONTENIDO

APROBACION. .....couiiiiiisieie ettt s sttt 2
DECLARACION INSTITUCIONAL ..ottt senesss st 3
AGRADECIMIENTOS ...ttt e e e e e srae e s b e e e ne e e ane e e snneeesnneeennes 4
DEDICATORIA .ottt b et e b e e b e bt e re e st et e nbesbesbenbeebeereeneenes 8
(O @ 1\ I =\ 1 L TSR 9
LISTADE FIGURAS ...ttt b bbbt eneas 11
LISTA DE CUADROS. ... ..ottt et s et e e e e e aae e e te e e abeeeennaeennaeaeas 12
RESUIMEN ... .ottt ettt b et bbbt bt st e s et e b e sbesbeebenbeeneereaneas 13
A B S T R A T et e e e e e e e e r e e ar e e et e e e bae e aar e e e raeeaneeeanaaeaas 14
1. INTRODUGCCION......oootiiiieeeeeseseetesisses st sesas st ssas s ssses st st enss st esss s ssnensensssensensnsenes 15
2. ANTECEDENTES .. ..ottt e e e e e b e e et e e e snaaeeanaeeennes 19
2.1. Glutamato racemasa — VPGIUR .........c.ooiiiieiicc e 19
2.2. D-glutamato:Cloro — D-GIUICH .......coiiiiieee e 21
2.3. GIULArredoXiNg 2 — VPGIX2 ... .ocuie ettt ta e te e sbe e e reesbeenaesneenres 22
3. HIPOTESIS oottt 25
4. OBUIETIVOS ...t bbbttt b bbbttt R et e bbb b e beeneeneeneas 26
4. 1. ODJETIVO GENEIAL ...ttt b bttt 26
4.2. ODJetiVOS ESPECITICOS ....vcvviiiieiiciie ettt ettt nae e ens 26
5. MATERIALES Y METODOS...... .ottt ettt ettt n st 27
5.1 VPGHUR . bbbttt bbb ns 27
5.1.1. Sobreexpresion Heterdloga de VPGIUR ..o 27
5.1.2. Solubilizacion y Replegamiento de VPGIUR.........ccccoveiiiiiiieiece e 28
5.1.3. Purificacion de VpGIuR por Cromatografia de Afinidad (IMAC)........ccccovvivennnne 29
5.1.4. Determinacion de la Estructura Cuaternaria de VPGIUR..........c.cooevveviiieiicce e 30
5.1.5. Actividad Enzimatica de VPGIUR ..ot e 31
5.1.6. Experimentos de Difraccion, Rayos-X y Colecta de Datos............cccccvvvveiveireiiennnn 31
5.1.7. Modelo Estructural 3D in silico de VPGIUR ... 32
5.2  D-GHUICT ..ttt b e r e e 32
5.2.1. Sintesis y Cristalizacion de D-GIU:Cl.........cccoiiiiiiiiieeeeee s 32
5.2.2. Difraccion de Rayos-X de Monocristal de D-GIU:Cl ..., 33
5.2.3. Configuracion absoluta de D-Glu:Cl y validacion del modelo...........cccccocevninnnnene 33
ST TRV o1 C] RSP RTPPRP 34
5.3.1. Preparacion del ADN plasmidico (ADNP) de VPGIX2......coeerereeicieneine e 34
5.3.1.1. Ligacion del gBlock de VpGrx2 en el vector de clonaciéon pJET1.2/blunt. ....... 35
5.3.1.2. Obtencion del ADNp (pJET1.2/blunt-gBlock) de VPGIX2 ........ccccoceviiieiennnns 35

5.3.1.3. Digestion del ADNp (pJET1.2/blunt-gBlock) y el vector de
EXPIESION PETLLA .eoiiiiiiiiiiecee et 36
5.3.1.4. Ligacion del gBlock de VpGrx2 en el vector de expresion pET11a................... 37



CONTENIDO (continuacion)

5.3.1.5. Obtencion del ADNp (pET11a-gBlock) de VPGIX2 ......ccccoveieeneninenienieeeienns 37
5.3.2. Sobreexpresion Heterdloga de VPGrx2 en E. COli.......coovvvivieiiiiiiiciccieceee e 38
5.3.3. PUMTICACION 08 VPGIX2 ....vieiiieiiiiiieieeie ettt e 39
5.3.3.1. Cromatografia de afinidad (IMAC). .......cccooiiiiieeecece e 39
5.3.3.2. Cromatografia por filtracion en gel o exclusién molecular (SEC) ..................... 40
5.3.4. Actividad ENZIMALICA 08 VPGIX2......eciuieiieieieesie et ste et e et sta e nne s 40
5.3.4.1. Actividad tIP0 GRX. ..o 41
5.3.4.2. Actividad tipo GST (hibrida). .......ccccceiieeiieiiiieceee e 41
5.3.5. Modelo Computacional 3D de VPGIX2......cc.coeiiiiiirieiinieeeeee e 41
6. RESULTADOS Y DISCUSION........coooeiieieeiieeeieeieessesiessese st sesss s s asses s s ssseesenes 43
6.1. Glutamato racemasa — VPGIUR .........cocoiiiiiiiiee e 43
6.1.1. Sobreexpresion heterdloga de VPGIUR .........coooooiiiiiicie e 43
6.1.2. Replegamiento in Vitro de VPGIUR .........cooiiiiiiiiiee e 44
6.1.3. Purificacion de VpGIuR por cromatografia de afinidad y exclusion molecular......... 45
6.1.3.1. Purificacion de VPGIUR por IMAC. ..o 45
6.1.3.2. Purificacion de VpGIuR por filtracion en gel y determinacion de su

ESEIUCTUIA CURLEIMAITA ... e.veveivieieetietierie ettt reeneeneeneas 46
6.1.4. Cristalizacion de VPGIUR ........covoii it 48
6.1.5. Modelo estructural 3D in silico de VPGIUR ... 49
6.1.6. Actividad enzimatica de VPGIUR ...........coviiiiieii e 53
6.2. D-Glutamato:Cloro — D-GIUICl........ccoiiieie e 56
6.2.1. Estructura cristalografica de D-GIU:Cl ...........ccocoiiiiiiieiicceee e 56

6.2.1.1. Orientacion y configuracion absoluta tedrica de la estructura cristalogréafica
D-GIUICL ettt 59

6.2.2. Asignacion experimental de la configuracion absoluta de D-Glu:Cl en base a su
eStruCtUra CriStalografiCa. .........coveiiiic e 60
6.3. GlULArredoXing 2 — VPGIX2 .....ooiiieieeieesieeeee ettt 66
6.3.1. Expresion heterdloga de VPGIX2 .......couveiiiieiieee et 66
6.3.2. Purificacion de VpGrx2 por cromatografia de afinidad y exclusién molecular. ........ 67
6.3.2.1. Purificacion de VPGIX2 por IMAC. ..o 67

6.3.2.2. Purificacion de VpGrx2 por filtracion en gel y determinacion de su

ESEIUCTUIA CURLEIMAITAL ..ottt sttt 68
6.3.3. M0delo 3D in SHlICO 08 VPGIX2Z .....ooiuiiiiiiiieieee e 69
6.3.4. Actividad enzimatica de VPGIX2 .......coveiuiiieiiesie et 72
6.3.4.1. Actividad tipo GRX de VPGIX2. ......ooiiiiiiiieiee et 72
6.3.4.2. Actividad tipo GST (hibrida) de VPGIX2. .......ccccoveviviiiiieece e 73
7. CONCLUSIONES ... oottt e et e e et e e e b e e et e e anseeesnaaeeanneeennes 74
8. RECOMENDACIONES.......coootiiiieieie ettt bbb bbbt ene e 76
0. REFERENCIAS ... oottt e e e et e e et e e et e e anteeeanaaeennneeennes 78
10. APENDICES ...ttt 86
10.1. Apéndice A — VpGIuR: Preparacion de soluciones y Medios.........cccoeverereieivseeeenean, 86
10.2. Apéndice B — VpGrx2: Preparacion de soluciones y medios..........cccevvevveiveriecvesreennn, 88



LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina
1 Moléculas clave en el desarrollo e infeccion de V. parahaemolyticus en
camaron blanco (L. vannamei)............ooooiiiiiiiii e, 17
2 Cinética de sobreexpresion de VpGIuR................oo 43
3 Tratamiento y disolucion de los cuerpos de inclusion de VpGIuR para
replegamiento INVILrO. ... ... e, 45
4 Purificacion de VPGIUR por IMAC.........cooiiiiiiiiiiieeieeea e, 46
5 Purificacion de VpGIUR por SEC.... ..o, 47
6 Condiciones de cristalizacion de VpGIuR...................oonl. 48
7 Modelo estructural predictivo3D de VPGIUR.............coooiiiiiiii 50
8 Alineamiento de la secuencia aminoacidica de VpGluR y otras racemasas...... 52
9 Actividad enzimaticade VpGIuR..............oi 54
10  Representacion ORTEP de la unidad asimétrica de D-Glu:Cl..................... 57
11 Configuracion absoluta de D-Glu:Cl.............ccooiiiiiiiiie, 59
12 Pares de Bijvoet y andlisis estadistico de D-Glu:CI (R) (arriba) y D-Glu:Cl
(S) (@DAJO) .ottt 63
13 Configuracion absoluta de D-Glu:Cl (R) obtenido por difraccion de rayos X.. 64
14 Cinética de sobreexpresion de VPGIX2......oovviiiiiiiiiiiiii i, 66
15 Purificacion de VPGrx2 por IMAC........c.ooiiiiiiiiiiice e, 67
16 Purificacion de VpGrx2 por SEC..... ..o, 68
17 Modelo 3D estructural de VpGrx2 obtenido mediante Phyre2................... 70
18 Alineamiento de la secuencia aminoacidica de VpGrx2 frente a otras
GIUtAITEAOXINAS . ... v ettt ettt et e e 71

11



LISTA DE CUADROS

Cuadro Pagina

1 Datos cristalograficos experimentales de D-GIu:Cl (R)y D-GlIu (S)...........ccoeee.ee. 58

2 Valores de los pardmetros de configuracion absoluta para D-Glu:Cl (R) y D-Glu
() ettt et e 61
3 Actividad enzimatica tipo GRX de VpGrx2 comparado con otras
GIUTAITEAOXINGS. . ..ot 72
4 Actividad enzimatica tipo GST (hibrida) de VpGrx2 comparado con otras
13 T PPN 73

12



RESUMEN

Vibrio parahaemolyticus se ha relacionado al sindrome de mortalidad temprana (SMT) del
camarén blanco (Litopenaeus vannamei), generando un problema de salud y econdmico en la
acuicultura a nivel global. Es por ello que se buscan alternativas para contrarrestar su crecimiento
e infeccion a través de la investigacion de enzimas y sustratos clave en el desarrollo de este
patdgeno. En el presente trabajo, se caracterizaron dos proteinas, la glutamato racemasa (VpGIuR)
y la glutarredoxina 2 (VpGrx2) asi como el sustrato de VpGIuR, el glutamato (D-Glu), mismos que
son claves en el desarrollo de la bacteria. La VpGIuR se sobreexpres6 de manera insoluble en
cuerpos de inclusién los cuales se solubilizaron y replegaron de manera in vitro y se purificoé por
cromatografia de afinidad y exclusion molecular. Se determind el estado oligomérico de VpGIuR
y se obtuvo un modelo 3D in silico; sin embargo, bajo el proceso experimental realizado en este
estudio la proteina no fue funcional. El sustrato D-Glu se caracteriz6 estructuralmente mediante
cristalografia y difraccion de rayos X. D-Glu cristalizé con un a&tomo de cloro (D-Glu:Cl). Con lo
cual se obtuvieron los pardmetros de configuracion absoluta (Flack, Parsons, Hooft), por lo que se
asignd la configuracién absoluta del compuesto como D-Glu:CI(R). Por otra parte, la VpGrx2 se
sobreexpresd de manera soluble y se purificé secuencialmente por cromatografia de afinidad y
exclusion molecular. Se determind el estado oligomérico de VpGrx2 como monémero y se
determiné su actividad enzimatica in vitro. La proteina presentd actividad como proteina Grx
(redox) asi como una actividad catalitica tipo GST (transferasa). Sin embargo, presenté mayor
actividad enzimatica de hasta dos 6rdenes de magnitud superior como transferasa al compararla
con la actividad tipo redox. La investigacion de dichas enzimas y sustratos permitié una mayor
comprension de los mecanismos de defensa de V. parahaemolyticus, lo que concederd en un futuro

a mediano o largo plazo contrarrestar los efectos negativos del mismo en la acuicultura.

Palabras clave: cristalografia, difraccion de rayos X, configuracion absoluta, glutamato y

glutarredoxina.
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ABSTRACT

V. parahaemolyticus has been linked to the early mortality syndrome (EMS) of white
shrimp (Litopenaeus vannamei), generating a health and economic problem in global aquaculture.
This is the reason that alternatives are currently being sought to counteract its growth and infection
through the research of key enzymes and substrate in the development of this pathogen. Thus, two
key proteins (VpGIuR, VpGrx2) in the development of this bacteria and the substrate of VpGIuR
(D-Glu) were characterized. VpGIuR was overexpressed in insolubly way in inclusion bodies
which were solubilized and refolded in vitro and purified by affinity and molecular exclusion
chromatography. The oligomeric state of VpGIuR was determined and a 3D model in silico was
obtained however, the protein was not functional. The D-Glu substrate was structurally
characterized by crystallography and X-ray diffraction, which crystallized with a chlorine atom (D-
Glu:Cl). The above allowed to perform statistical analyzes and obtain the absolute configuration
parameters (Flack, Parsons, and Hooft) which granted to assign correctly and unambiguously the
absolute configuration of the compound as D-Glu: CI(R). On the other hand, VpGrx2 was
overexpressed in a soluble manner and was sequentially purified by affinity chromatography and
molecular exclusion. The oligomeric state of VpGrx2 was determined as a monomer. The protein
was functional, however, it presented greater catalytic activity type GST (transferase) than as GRX
protein (redox), which gives VpGrx2 to be a bifunctional protein, such as E. coli glutaredoxin 2
(EcGrx2). The studies of these enzymes and substrates allowed a better approach and
understanding of the defense mechanisms V. parahaemolyticus, which will grant in the medium or

long-term future to counteract its negative effects on aquaculture.

Keywords: crystallography, X-ray diffraction, absolute configuration, glutamate and glutaredoxin.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura utiliza técnicas y métodos para la produccién de alimentos de origen marino
y generar asi un modelo econdmico a partir de los mismos. El cultivo de camaron o camaronicultura
es uno de los mas relevantes a nivel mundial debido a su valor econdmico. La acuicultura del
camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) busca satisfacer la demanda en el mercado y
se extiende a nivel global; éste se cultiva en paises asidticos como China, Vietnam, Tailandia,
Japon, etc., asi como en paises de América como Chile, Brasil y México. En el 2018 se ubicé a
México como el séptimo productor a nivel mundial con 230,381 toneladas (2.7%), de las cuales el
73% proviene del cultivo, teniendo como principales productores a los estados de Sinaloa y Sonora
(42.6 y 34.1% respetivamente) (SIAP, 2019, Panorama Agroalimentario). La importancia de este
cultivo radica en los ingresos econémicos que representa para el pais, tan sélo en los primeros ocho
meses del 2019 se obtuvieron de sus exportaciones 158.9 millones de dolares y se proyecta que la
produccion del camardn incremente en 3% (237,298 toneladas) con respecto al afio anterior (SIAP,

2019, Expectativas Agroalimentarias Octubre).

La produccién de camardn blanco en México atravesé por una crisis a partir del afio 2013, al verse
afectado su cultivo por una infeccién que ocasiona su muerte prematura, conocida como Sindrome
de Mortalidad Temprana (SMT o EMS por sus siglas en inglés). Dicha enfermedad se ha asociado
a cepas especificas de Vibrio parahaemolyticus, las cuales no contienen los marcadores genéticos
de las cepas enteropatdgenas para el humano y aunque éstas son del mismo género y especie,
parecen ser de linajes distintos (Lee et al., 2015; Chen et al., 2017). La problematica generada por
dicha enfermedad va desde la merma de los camarones y cultivos hasta cuantiosas pérdidas

econémicas.

Se ha determinado que el agente relacionado a la enfermedad SMT, es una bacteria dentro del
grupo de vibrionales (Vibrio parahaemolyticus) (Tran et al., 2013; Lee et al., 2015; Xiao et al.,
2017). Esta es una bacteria gram negativa, anaerdbica facultativa y presenta un flagelo polar que
permite su motilidad; se encuentra de manera natural en los cuerpos de agua de mar, estuarios, asi
como en las zonas de cultivo del camardn y en su microbiota intestinal (Ceccarelli et al., 2013;

Urquhart et al., 2016; Cornejo-Granados et al., 2017). V. parahaemolyticus presenta diversas
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proteinas que permiten su adaptacion, desarrollo y crecimiento, tanto en su medio natural como en
el organismo hospedero en el proceso de infeccion. Durante el crecimiento celular, la bacteria
cuenta con enzimas que participan en la sintesis del peptidoglucano en la pared celular, como la
glutamato racemasa (GIuR — E.C. 5.1.1.3) cuya funcion es llevar a cabo la isomerizacién reversible
del L-glutamato (L-Glu) a D-glutamato (D-Glu), siendo éste ultimo esencial para la formacién y
entrecruzamiento del peptidoglucano (Fisher, 2008; Conti et al., 2011). De la misma manera,
cuando se presenta un estrés oxidativo, V. parahaemolyticus posee proteinas antioxidantes como
la glutarredoxina 2 (Grx2) para contrarrestar los efectos negativos del mismo; la Grx2 realiza su
funcion reductora a través del poder reductor del glutation (GSH), ya sea desde reducir compuestos
oxidativos como especies reactivas de oxigeno (ROS), realizar la S-glutationilacion reversible de
proteinas como mecanismo de control y proteccion, hasta mantener el balance redox dentro de la
célula (Silhavy et al., 2010; Li et al., 2014).

La pared celular es vital para la sobrevivencia de V. parahaemolyticus, ya que ésta cumple con
diversas funciones en la célula. Confiere forma y resistencia a la bacteria, permite el paso selectivo
de nutrientes hacia el interior, asi como excrecion de desechos hacia el exterior, protege a la célula
de los cambios osmoticos de presion y mantiene la turgencia citoplasmatica gracias a la rigidez de
la estructura del peptidoglucano (Silhavy et al., 2010; Sleytr et al., 2010). EI D-Glu es un
componente indispensable que ocupa la segunda posicién en el pentapéptido (L-Ala-D-Glu-DAP-
D-Ala-D-Ala) que permite el entrecruzamiento del peptidoglucano (Claus & Konig, 2010; Arthur,
2016). Se ha visto que la enzima GIuR es esencial en la ruta de biosintesis del peptidoglucano de
tal manera que la eliminacion de su gen codificante es letal para la célula (Baba et al., 2006;
Goodall et al., 2018); por lo que se han caracterizado de manera in vitro diversas GIuRs como
proteinas blanco de organismos patdgenos como Helicobacter pylori, Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, entre otros, con la finalidad de buscar y disefar

inhibidores especificos basados en su estructura (Lundgvist et al., 2007; Whalen et al., 2010).

La glutamato racemasa de V. parahaemolyticus (VpGIuR) es una enzima clave en el crecimiento
y desarrollo de este patogeno para el camaron blanco; sin embargo cuando el hospedero es
infectado por un agente infeccioso éste se defiende para contrarrestar la infeccién (figura 1). Uno
de los mecanismos de defensa del hospedero es por medio de la generacion de compuestos

oxidantes como las especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS se producen como una bomba
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oxidativa (oxidative burst) al incrementar su concentracion celular para oxidar las moléculas,
principalmente proteinas, del agente patdgeno y asi defenderse del mismo (Gallogly et al., 2009;
Loietal., 2015; Ezraty et al., 2017). Sin embargo, las bacterias cuentan con una bateria de proteinas
antioxidantes como medida de contrapartida a la bomba oxidativa, tales como tiorredoxinas, super-
oxido dismutasa, peroxirredoxinas y glutarredoxinas, como lo es la glutarredoxina 2 de V.
parahaemolyticus (VpGrx2) (Gomez-Jimenez et al., 2014). Estas proteinas redox le conceden a la
bacteria la capacidad de defenderse y continuar su crecimiento y desarrollo, asi como modular la
presencia de ROS al interior de la célula (Zaffagnini et al., 2008; Meyer et al., 2009; Ezraty et al.,
2017). Por tal motivo se ha vuelto imperativa la busqueda de tratamientos efectivos en contra del
patdgeno, mismo que es posible indagar mediante la caracterizacion de moléculas blanco presentes

en V. parahaemolyticus (Ghenem et al., 2017; Ashrafudoulla et al., 2019).

Infeccion en el camarén por: - Procesos simultaneos
' en la bacteria

Q

L. vannamei /;JA\\

V. parahaemo/yticus‘ _»

Crecimiento y Mecanismos
— desarrollo antioxidantes

Defensa por medio de:

Glutamato racemasa Glutarredoxina 2
Estrés oxidativo (ERO) (VpGIuR) EC 5.1.1.3 (VpGrx2)
’

) \','.\f} \’ Perdxido de hidrégeno (H,0,) l I
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Figura 1. Moléculas clave en el desarrollo e infeccion de V. parahaemolyticus en camardn blanco
(L. vannamei). La bacteria infecta al camaron, por lo que éste produce compuestos oxidativos como mecanismo de
defensa. Durante la infeccidn, la bacteria continda creciendo y desarroll&ndose, para lo que cual se requiere a la enzima
VpGIuR que isomeriza al glutamato a D-Glu; mientras que la VpGrx2 utiliza el poder reductor del GSH como
antioxidante.

Una de las herramientas mas poderosas para la caracterizacion estructural in vitro de dichas

moléculas, es a través de la cristalizacion y difraccion por rayos X. Un campo de investigacion que
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se apoya en las técnicas y métodos de laboratorio antes mencionado, es la caracterizacion y disefio
de farmacos y antimicrobianos de nueva generacion, basados en la estructura de moléculas blanco,
de bacterias y organismos patogenos en los alimentos de consumo humano (Santos et al., 2017).
Es por ello que la presente investigacion abarca el estudio y caracterizacion, desde un enfoque
bioquimico y estructural, moléculas blanco de V. parahemolyticus como VpGIuR y su sustrato el
D-Glu necesarios para el crecimiento y desarrollo de la bacteria, asi como a la VpGrx2 como parte
de su sistema antioxidante. De esta manera, el estudio de proteinas blanco en el desarrollo,
crecimiento y proteccion antioxidante de los organismos patogenos del camardn blanco, como V.
parahaemolyticus, se vuelve fundamental para la inhibicion y desarrollo de antimicrobianos en un

futuro préximo.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Glutamato racemasa — VpGIuR

La GIuR es una enzima independiente del cofactor piridoxal 5 'fosfato (PLP) que cataliza la
reaccion de isomerizacion del L-Glu a su estereoisomero D-Glu el cual es esencial en la estructura
del peptidoglucano de la pared celular (Heijenoort, 2001; Ashiuchi et al., 2013), tanto de bacterias
Gram positivas como negativas como lo es V. parahaemolyticus (Gallo & Knowles, 1993; Espaillat
et al., 2014). Se sabe que, para que se lleve a cabo lo anterior, es necesario que se encuentre
disponible intracelularmente una cantidad suficiente de D-Glu suficiente, por lo que la presencia
de la enzima GIuR es esencial para la sintesis del peptidoglucano y sobrevivencia de la bacteria
(Doublet et al., 1993; Espaillat et al., 2014). La importancia del peptidoglucano para la bacteria
radica en que éste le confiere rigidez y mantiene la estructura externa celular, confiere proteccion
y resistencia a la bacteria frente a diversos factores de estrés ambientales, tales como cambios
osmoticos y/o de presion, estrés oxidativo asi como resistencia a antibidticos (Silhavy et al., 2010;
Ezraty et al., 2017). Es debido a lo anterior que las investigaciones en GIuRs se han realizado bajo
dos enfoques, el primero mediante la caracterizacion bioguimica y estructural de las enzimas como
proteinas blanco (Lundqvist et al., 2007; Fisher, 2008; Conti et al., 2011) y segundo por medio de
la basqueda de compuestos inhibidores basados en la estructura analoga del glutamato (Soda, 2006;
Fisher, 2008; Conti et al., 2011).

El estudio de las GluRs en diversas bacterias como Lactobacillus spp., Aquifex pyrophilus,
Escherichia coli, Helicobacter pylori, Enterococcus faecium y Vibrio spp., entre otros; he
permitido dilucidar la estructura y propiedades bioquimicas de este grupo de enzimas (Doublet et
al., 1992; Hwang et al., 1999; Lundqvist et al., 2007; Elmahdi et al., 2016). Las GluRs de L.
fermenti y Pediococcus spp. fueron las primeras enzimas en caracterizarse bioquimica y
estructuralmente, donde se observo que el mecanismo de accion enzimatica para la isomerizacion
consiste en dos pasos, donde las cisteinas (C73 y C184) conservadas del sitio activo son necesarias
para su funcién. La C73 se encarga de deprotonar el L-Glu, se forma un enolato en estado

intermedio estabilizado (base de Schiff) y posteriormente se protona del lado contrario del Glu por
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medio de la C184 para formar el D-Glu (Choi 1992, Tanner 1993, Tanner 2002). La presencia de
dichas cisteinas conservadas en el sitio activo, asi como el mecanismo de accion catalitica se ha
visto que se presenta siempre en todas las GIURSs, por lo que estas caracteristicas son ubicuas en
este tipo de enzimas (Gallo et al., 1993; Glavas and Tanner, 1999; Hwang et al.,1999; Kim et al.,
1999; Lundqvist et al., 2007; May et al.,2007).

Las evidencias en la estructura de las GIuRs muestran que la proteina presenta diferencias en su
estructura y mecanismos de regulacion dependiendo del organismo al que pertenezcan. Diversos
estudios resaltan que la mayoria de las enzimas GIuR presentan una estructura cuaternaria dimérica,
como la GIuR homodimérica de H. pylori (HpGIuR). Una caracteristica unica de HpGIuR es que
la cavidad del sitio activo de cada mondmero, se orientan hacia la interfase dimérica, por lo tanto,
hacia al interior de la proteina. Esto es un mecanismo de control estricto, ya que no permite la
entrada al sitio activo de una molécula distinta al sustrato. A diferencia de la HpGIuR, las GIuRs
homodiméricas de Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Bacillus subtitlis vy
Staphylococcus aureus, presentan el sitio activo alejado dela interfase dimérica, por lo que éste
queda orientado hacia el exterior de manera expuesta, lo que facilita el contacto con el sustrato y
llevar a cabo la isomerizacion reversible del Glu cuando sea necesario para la bacteria (Lundqvyst
2007; Fischer 2008).

La GIuR de Escherichia coli (EcGIUR) es una enzima que presenta caracteristicas distintivas a la
mayoria de las racemasas descritas anteriormente. La estructura cristalografica de ECGIuR mostro
que ésta presenta una estructura terciaria monomérica (Doublet et al., 1994); sin embargo, aunque
ésta requiere del cofactor PLP para llevar a cabo la catalisis, si necesita de un activador. La EcCGIUR
presenta una region orientada de manera contraria al sitio activo en la estructura, de tal manera que
ésta region funge como el sitio de union al activador UDP-N-acetilmuramil-L-Ala (molécula
precursora en la sintesis del peptidoglucano) (Doublet et al., 1996; Glavas & Tanner, 2001;
Lundgvist et al., 2007); debido a lo cual la ECGIUR se activara al momento de entrar en contacto
con dicha molécula. Por otra parte, se encontrd que la ECGIUR presenta una funcién alterna distinta
como proteina moonlightint (Moore, 2004; Jeffery, 2016), ya que ésta participa en la regulacion de
la sintesis del ADN al inhibir de manera endégena, como mecanismo de regulacion descendente,
de la ADN girasa (Ashiuchi et al., 2002; Collin et al., 2011; Sengupta et al., 2008).
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Es por ello que las GIuR se han convertido en proteinas blanco en diversas investigaciones, por lo
que se han sintetizado varios inhibidores especificos para GIuR de diversas bacterias (E. coli,
Lactobacillus spp., etc.) como el D-N-hidroxiglutamato (Glavas & Tanner, 1997) o el heteroaril-
glutamato (De Dios et al., 2002), cuyo disefio se basé en la estructura cristalografica de dichas
enzimas (Choi et al., 1994; Sengupta et al., 2008; Pal & Bearne, 2014). Actualmente, se han
depositado 28 estructuras de GIUR en el banco de datos de proteinas — Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/), todas ellas pertenecientes a bacterias, siendo de especial interés la ECGIUR
(2JFNA) (Lundqvist et al., 2007), proteina que comparte el 54% de identidad en su secuencia de
aminoacidos con la VpGIuR. Mediante estudios genémicos y moleculares de V. parahaemolyticus
(Nunan et al., 2014; Gomez-Jimenez et al., 2014), se logro identificar a una cepa patdgena para el
camarén blanco (L. vannamei) causante del SMT que afecta significativamente su sanidad acuicola
y produccion (Aguirre-Guzman et al., 2010; Nunan et al., 2014), de donde se obtuvo la secuencia
de VpGIuR para el presente estudio. Lo anterior destaca la importancia de su estudio y
caracterizacion como proteina blanco el disefio de inhibidores especificos basados en su estructura,

con el enfoque de desarrollar nuevos farmacos o0 medicamentos dirigidos a dicha enzima.

2.2. D-glutamato:cloro — D-Glu:Cl

Los aminoacidos son componentes basicos de las proteinas, desde formar parte estructural en las
mismas, hasta ser los residuos cataliticos en las enzimas. También pueden desempefiar otras
funciones como neurotransmisores en algunos organismos como el ser humano y ser componentes
esenciales en la estructura de la pared celular de las bacterias. Entre el grupo diverso de éstas
moléculas, se encuentra el acido glutamico (Glu, CsHoNOa), el cual desempefia un papel clave y
vital como componente de enzimas como la VpGIuR, asi como sustrato de la misma (Tate &
Meister, 1981a,b). A pesar de que el acido ribonucleico de transferencia (ARNt) se carga con L-
Glu’s exclusivamente para la formacién de proteinas y enzimas, el isomero D-Glu es esencial para
la formacion de la pared celular tanto de bacterias gram positivas como negativas, ya que sin este
no se puede formar el oligopéptido que permitird el entrecruzamiento y formacion del

peptidoglucano (Vollmer et al., 2008; Silhavy et al., 2010).
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En este sentido, el papel de éste aminoacido se extiende mas alla de ser un componente de proteinas,
también llega a fungir como inhibidor de la ruta metabdlica del glutation (Deneke & Fanburg,
1989) y como una molécula excitadora neuronal en mamiferos (Jilek & Kreil, 2008). Por otra parte,
en plantas se involucra como molécula de sefializacion para la comunicacion de las mismas (Andel,
1966). Ademas de presentar otros usos aplicados en laboratorio como la formacion de sintones in
vitro en la ingenieria de cristales (Tilborg et al., 2014); asi como en la obtencion de nuevos

materiales con propiedades Opticas no lineales (NLO) (Jiang & Fang, 1999).

Es por ello que conocer y determinar correctamente la configuracion absoluta (distinguir entre los
isémeros L-Glu y D-Glu) es de suma importancia en quimica, farmacia y ciencias de los materiales.
Esto resulta posible a través de la técnica de difraccion de rayos X de cristales Unicos de dicha

molécula, mediante el pardmetro fisico-matematico de Flack:

IF(hx)P? = (1- X)IF(h) + x |F(-h)?

Este parametro es capaz de distinguir entre formas del enantiomero L o D (Flack, 1983), siendo
fundamental en el disefio de farmacos y medicamentos para uso humano, ya que una mala
designacion de la configuracion absoluta puede traer graves consecuencias para la salud humana y
animales (Barrow et al., 1969; Papaseit et al., 2013; Zlotos et al., 2019; Kee et al., 2019). Es por
ello que conocer y determinar la configuracion absoluta de compuestos quirales es relevante para

el disefio de farmacos e inhibidores para moléculas blanco como VpGIuR.

2.3. Glutarredoxina 2 — VpGrx2

Las glutarredoxinas (Grx) son proteinas oxidorreductasas pequefias (9-15 kDa) ubicuas que
pertenecen a la superfamilia de las tiorredoxinas (Martin, 1995), siendo éstas las que usan el
glutation (GSH) como donador de electrones para cumplir su funcion principal: mantener el estado

reducido de los residuos de cisteina en proteinas intracelulares (Fernandes & Holmgren, 2004).
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Cuando se produce un desequilibrio redox debido a un incremento en las especies reactivas de
oxigeno (ROS) o especies reactivas de nitrégeno (RNS), las cisteinas de las proteinas pueden
oxidarse y perder su funcion. Debido a lo anterior, Grx junto con GSH vy las tiorredoxinas (Trx)
proporcionan un mecanismo redox regulador de defensa esencial para que la célula mantenga el
estado reducido de proteinas intracelulares, tanto en condiciones normales como en estrés oxidativo
(Stroeher & Millar, 2012).

Las Grxs son un grupo de proteinas versatiles, ya que llevan a cabo diversas funciones tales como:
la activacion del factor de transcripcion de la subunidad p50 de NF-«xB, la modulacion del estado
redox de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, la activacion de enzimas como la creatina
cinasa, la tirosina fosfatasa y la proteasa del virus de inmunodeficiencia humana (Lillig et al., 2008;
Lillig & Berndt, 2013). Estas proteinas redox también participan en procesos esenciales como la
regulacion de la diferenciacion celular, la transcripcion y la apoptosis; ademas, pueden funcionar
como chaperonas para facilitar el plegamiento de proteinas (Berndt et al., 2008). Las Grxs
desempefian dichas funciones por medio de la S-glutationilacion reversible de proteinas, utilizando
el poder reductor de las cisteinas (Cys) en el sitio activo, siendo la Cys del extremo N-terminal
esencial para la funcion de glutationilacion (Dalle-Donne et al., 2009).

En los ultimos afios, las Grxs se han relacionado con la biogénesis de los grupos de hierro [2Fe-
2S] que participan en la regulacion/homeostasis del hierro intracelular (Fontecave, 2006; Grek et
al., 2013). La S-glutationilacion es una modificacion post-traduccional de proteinas que puede
regular los factores de virulencia de patdgenos acuaticos como en Vibrio vulnificus, permitiendo
que la bacteria sobreviva al estrés oxidativo, regule su homeostasis de hierro y active las vias de
sintesis de proteinas durante el proceso de infeccion (Lim & Choi, 2014). Todas estas funciones
son posibles debido a la presencia de varias glutarredoxinas en la célula, que varian en tamafio y
en su motivo conservado donde se lleva a cabo la actividad redox (Holmgren, 1988; Holmgren &
Aslund, 1995). Las glutarredoxinas monotidlicas son un grupo de enzimas que presentan un solo
residuo de Cys en el extremo N-terminal de su sitio activo en organismos desde eucariotas como
S. cerevisiae, plantas y humanos (Herrero & Torre-Ruiz, 2007; Lillig et al., 2008; Mihlenhoff et
al., 2010), hasta procariotas como E. coli con su glutarredoxina 2 (Ye et al., 2014). La Grx2 de E.
coli es una proteina hibrida con dos funciones diferentes, siendo su actividad principal la funcién

redox o antioxidante y una funcién secundaria como enzima tipo glutation S-transferasa (GST);
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por lo que las Grxs son moléculas esenciales para la defensa de organismos patégenos como V.

parahaemolyticus.

Por todo lo anterior, el estudio de proteinas clave en el desarrollo y defensa de V. parahaemolyticus
como VpGIuR vy su sustrato D-Glu asi como la proteina redox VpGrx2, permitira desarrollar las
bases para el entendimiento y comprensién de moléculas blanco; lo cual sienta las bases para el
desarrollo futuro de inhibidores especificos que propicien la disminucion de los patégenos y
enfermedades presentes en los cultivos de camaron blanco. Por lo anterior, el objetivo de la
presente investigacion fue estudiar y caracterizar a dichas proteinas blanco con un enfoque

bioquimico y estructural.
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3. HIPOTESIS

Las moléculas blanco esenciales en el desarrollo de V. parahaemolyticus: VpGIuR, D-Glu
y VpGrx2, son susceptibles de caracterizar bioquimica y estructuralmente mediante el
replegamiento in vitro de la enzima VpGIuR, la determinacion de la configuracion absoluta a
temperatura ambiente de su sustrato D-Glu y la caracterizacion bioquimica de la VpGrx2 como

proteina tipo redox asi como transferasa.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Caracterizar bioquimica y estructuralmente tres moléculas esenciales en el desarrollo de V.

parahaemolyticus: VpGIuR, D-Gluy VpGrx2.

4.2. Objetivos Especificos

1. Sobreexpresar y purificar de manera recombinante las proteinas VpGIuR y VpGrx2.

2. Establecer la estructura'y modelo 3D de VpGIuR y VpGrx2

3. Determinar la actividad enzimatica de VpGIuR y VpGrx2

4. Obtener la estructura del D-Glu y determinar su configuracion absoluta.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. VpGIUR

5.1.1. Sobreexpresion Heterdloga de VpGIuR

Se descongel6 un vial con 50 pl de bacterias E. coli cepa BL21(DE3)-GOLD quimio-competentes
con cloruro de calcio (CaClz) (Howland, 1996). Se le agregaron 2 pl de ADN plasmidico (ADNp)
correspondientes a 20 ng del constructo comercial de VpGIuR (pJ Express 415, DNA 2.0), se
mezclo e incubd en hielo durante 30 min. Posteriormente se realiz6 el choque térmico en bafio
maria a 42 °C durante 30 seg, enseguida se coloco nuevamente el vial en hielo por 2 min. Una vez
realizada la transformacion se transfirié el total del volumen a un nuevo vial estéril de 2 ml y se
agregaron 250 pl de medio SOC (Ver Apéndice A — Capitulo 1) (Howland, 1996; Coligan, 2003)
a temperatura ambiente y se incubd el vial a 37 °C durante 1 — 3 h en agitacion constante a 220

rpm.

Finalmente, el volumen total (=300 pl) se utilizé para sembrar en tres placas Petri (150, 100 y 50
pl respectivamente) con agar LB (Sargent, 2004) adicionadas con 100 pg/ml de ampicilina,
antibiotico correspondiente a la resistencia presente en el vector de expresion donde se encuentra
clonada la regién codificante de VpGIuR. Una vez realizada la siembra, se incubaron las placas a
37 °C durante 16 — 18 h. A partir de una colonia individual, se sembr6 en un tubo de ensayo con 5
ml de medio liquido Luria-Bertani (LB) (Bertani, 1951; Sargent, 2004; Coligan, 2003) adicionado
con 100 pg/ml de ampicilina. Enseguida el indculo se incubd durante 2 — 3 h a 37 °C en agitacién
a 220 rpm. Posteriormente se transfiri6 1 ml a un matraz con 50 ml de medio LB y antibidtico
correspondiente (indculo para sobreexpresion de VpGIuR) y se incubd durante 16 — 18 h en las

condiciones antes descritas.

El crecimiento bacteriano para la sobreexpresion de VpGIuR se inicié inoculando los 50 ml de

caldo de cultivo del paso anterior en un matraz Fernbach con 1 L de medio LB adicionado con 100
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pg/ml de ampicilina. Posteriormente se incub6 durante 1 — 3 ha 37 °C en agitacion a 220 rpm hasta
alcanzar una densidad Optica de 0.6. Una vez alcanzada dicha densidad dptica se inicid la
sobreexpresion de VpGIuR al agregar isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a una
concentracion final de 0.4 mM y se continud la misma durante 24 h. A continuacion, el cultivo se
centrifugo durante 10 min a 4 °C y 4000 x g. Finalmente se descartd el sobrenadante y obtuvo la
biomasa precipitada, la cual fue lavada con una solucion salina al 0.9% de NaCl, centrifugada a
4000 x g y almacenada a -80 °C (Garcia-Orozco et al., 2005; Lopez-Zavala et al., 2014; Carrasco-
Miranda et al., 2014).

5.1.2. Solubilizacion y Replegamiento de VpGIuR

Debido a que la proteina se sobreexpreso de manera insoluble (Choi et al., 1991; Kane & Hartley,
1988; Singh et al., 2015), se procedié a solubilizarla de los cuerpos de inclusion mediante
compuestos caotropicos. La biomasa bacteriana obtenida durante la sobreexpresion fue
resuspendida en una solucion de lisis, en una proporcién de 4 ml por cada gramo de biomasa,
manteniéndose en bafio de hielo durante su lisis. La lisis se Ilevo a cabo mediante sonicacion en un
equipo Branson Sonifier® S-450, aplicando pulsos durante 10 s en 6 repeticiones, con pausas de
10 s. Posteriormente se centrifugo la muestra en un rotor SS-34 durante 30 min a 4 °C y 22,000 x
g en una centrifuga Sorvall RC-5C plus, se descarté el sobrenadante y se continu0 el protocolo con

la pastilla o pellet que contiene la proteina de intereés.

Seguidamente se resuspendio la pastilla en solucion de lavado 1 mediante sonicacion en las
condiciones antes descritas, en una proporcion de 4 ml por cada gramo de biomasa y se centrifugo
durante 30 min a 4 °C y 22,000 x g. Una vez realizado lo anterior, se prosiguio a repetir el
procedimiento en dos ocasiones utilizando la solucién de lavado 2. Finalmente, se resuspendio la
pastilla en solucidn de extraccion que contiene urea 8 M, mediante sonicacion. En esta etapa el
agente caotrépico disuelve las proteinas mediante desnaturalizacion, la cual se clarifica
centrifugando bajo las condiciones mencionadas (Garcia-Orozco et al., 2005; Coligan, 2003). La

proteina de interés en este paso se encuentra en la solucion y el precipitado o pastilla se descarta.
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La solucion de VpGIuR desnaturalizada fue replegada en dos pasos. En el primero se disminuyd la
concentracion de urea por dilucion y posteriormente a la purificacion por IMAC, como segundo
paso mediante dialisis. En ambas etapas se utilizd la misma solucion de replegamiento. En la
primera fase, se diluyd la solucion de VpGIuR al doble de su volumen, 8 ml a 16 ml en una solucién
de replegamiento para llevar la concentracion de urea de 8 M a 4 M. Esto se realizé en bafio de
hielo a 10 °C y un flujo de 0.5 ml/min en agitacion a 50 rpm, mediante el uso de una bomba
peristaltica y un agitador magnético respectivamente. El paso anterior se repitio en igualdad de
condiciones, con el volumen de 16 ml a 32 ml para disminuir la concentracion de 4 M a 2 M de
urea (Coligan, 2003). A continuacidn, se dializ6 la proteina contra un volumen de 150 ml de
solucion de union (A) durante 2 h y se realizd un recambio del mismo volumen y duracién.
Posteriormente se dializo la proteina contra un volumen de 20 veces el de la muestra de solucion
de union (A) durante 10 h, con la finalidad de retirar los compuestos (glutation, glucosa, EDTA)
que afectan la cromatografia de IMAC.

El segundo paso del replegamiento consistio en disminuir la concentracion de 2 M a~ 0 M de urea
mediante dialisis. Se colectaron las fracciones de la cromatografia que contenian la proteina (6 — 8
ml) y se dializaron en una membrana de 12 — 14 kDa contra un volumen de 100 ml de solucién de
replegamiento a 10 °C y agitacion a 100 rpm por magnetos. Lo anterior se realizo durante 2 h 'y
posteriormente se hizo un recambio de dialisis con la misma duracion (Coligan, 2003). Al final, la
proteina fue clarificada por centrifugacion durante 30 min a4 °Cy 22,000 x g y se dializé contra
un volumen de 100 ml de solucion amortiguadora VpGIuR en dos ocasiones. Se tom6 muestra en
cada uno de los pasos del protocolo y se siguio a la proteina en condiciones desnaturalizantes y
reductoras por SDS-PAGE al 15% (Laemmli, 1970).

5.1.3. Purificacion de VpGIuR por Cromatografia de Afinidad (IMAC)

La purificacion de VpGIuR se realizd en condiciones reductoras y desnaturalizantes por
cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC), en un sistema Akta Prime Plus (GE,
USA). Como paso previo a la cromatografia, el equipo se ambientd (aprox. 15 ml por solucién)

con una solucién de unién (A) y una solucién de elucion (B) (Healthcare; Block et al., 2009). De
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igual forma se ambienté manualmente una columna de niquel HiTrap Hp (GE, USA) — 5 ml con 2
volimenes de columna (VC) de solucion de union (A). A continuacion, se inyect6 al equipo un
volumen de 10 ml de la solucion de VpGIuR a un flujo de 0.5 ml/min, proveniente del
replegamiento de los cuerpos de inclusion (parte A), para su purificacién y se prosiguié con la
cromatografia a un flujo de 1 ml/min durante la elucion. La cromatografia se realiz6 en gradiente
con fracciones de 0.5 ml y fueron colectadas aquéllas que se encontraron entre 45% y 65% de
solucion de elucién (B) (pico mayoritario durante la cromatografia), correspondientes a 225 mM y
325 mM de imidazol, respectivamente. Posteriormente se analizaron las fracciones eluidas por
medio de electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones reductoras y desnaturalizantes
(SDS-PAGE) al 15% (Laemmli, 1970). Se recomienda realizar una limpieza exhaustiva del sistema

cromatografico a fin de evitar alteraciones en los préximos experimentos.

5.1.4. Determinacion de la Estructura Cuaternaria de VpGIuR

Como segundo paso de la purificacion, se realizé una cromatografia de exclusion molecular (SEC)
o filtracion en gel (Laurent & Killander, 1964; Giddings & Mallik, 1966). Dicha cromatografia
tuvo como objetivo la purificacion final de VpGIuR, asi como determinar su estructura cuaternaria.
El procedimiento se realizo en un sistema cromatografico Akta Pure ® con una columna para
filtracion en gel Superdex 75 HR10/300 GL (GE Healthcare), equilibrada con una solucién para
purificaciéon SEC a un flujo de 0.8 ml/min. Previamente la columna se calibré con distintos
marcadores de peso molecular (ribonucleasa A — 13700 Da, anhidrasa carb6nica — 29000 Da,
ovoalbimina — 44000 Da, conalbimina — 75000 Da) en la misma solucion. Finalmente se inyectd
un volumen de 500 ul de muestra de VpGIuR ambientada y clarificada previamente en solucion
para purificacion SEC a un flujo de 0.7 ml/min y 0.5 ml/min durante la corrida, colectando
fracciones de 0.5 ml (Healthcare; Valenzuela-Chavira et al., 2017). Las fracciones colectadas
fueron analizadas por SDS-PAGE al 15% (Laemmli, 1970).
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5.1.5. Actividad Enziméatica de VpGIuR

El ensayo de actividad enzimatica para VpGIuR se realiz6 en un espectrofotémetro Cary® UV-50
con una celda de cuarzo de 1 ml. El ensayo mide la conversion del enantiomero D-glutamato (D-
Glu) a L-glutamato (L-Glu) por medio de una reaccion acoplada, donde la enzima L-Glutamato
deshidrogenasa (L-GDH) E.C. 1.4.1.2, es dependiente de sustrato y especifica para L-Glu. La
actividad se monitore0 a través de la medicion del incremento de NADH debido a la reduccion del
NAD™ por efecto de la L-DGH), como un reflejo en el aumento de la absorbancia a 340 nm (Hald
et al., 1975; Ziegenhorn et al., 1976). La enzima acoplada LDGH se disolvié en una solucién
amortiguadora LDGH previo al experimento y se mantuvo en condiciones de baja temperatura en
bafio de hielo (Lundqvist et al., 2007). Posteriormente, el cofactor NAD* fue disuelto en la solucién
de actividad enzimatica, junto con el sustrato D-Glu a una concentracion de 21 mM. La
concentracion final de la enzima LDGH fue de 15 U/ml y 1 uM para la VpGIuR en un volumen
final de 1 mL a pH 8.0 (Gallo et al., 1993a; Lundqvist et al., 2007; May et al., 2007; Mehboob et
al., 2009; Bohmer et al., 2013).

5.1.6. Experimentos de Difraccion, Rayos-X y Colecta de Datos

Se realizd un escrutinio de las condiciones de cristalizacion de la glutamato racemasa
recombinante de V. parahaemolyticus utilizando juegos de reactivos comerciales Crystal Screen |
e Index de Hampton Research por el método de microlote (microbatch) en placas Greiner. Los
experimentos de cristalizacion consistieron en colocar y mezclar un volumen de 1 pl de VpGIuR a
4 mg/ml en forma apo y otro de igual volumen de las soluciones de ambos kits (soluciones de
cristalizacion = 50) por cada pocillo de la placa. Se obtuvo una concentracion final de 2 mg/ml de
la proteina. Dicha solucion fue cubierta con 10 pl de aceite de parafina y las placas se incubaron a
289 K durante 1 — 2 meses, observando su avance cada semana hasta la formacion de los cristales
(Lopez-Zavala et al., 2013, 2014; Carrasco-Miranda et al., 2014).
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5.1.7. Modelo Estructural 3D in silico de VpGIuR

Se construy6 un modelo 3D in silico de la VpGIuR a través de la suite de herramientas
bioinformaticas y servidor Phyre2 (Kelley & Sternberg, 2009; Kelley et al., 2015), utilizando como
base la secuencia de la proteina con la cual se alimento el servidor para la creacion del mismo. Se
utilizo el protocolo ‘normal’ del servidor Phyre2 para la obtencion del modelo estructural. Dicho

modelo se visualiz6 y edit6 en el software PyMol version 1.7.2.3 (Schrddinger, LLC, 2015a).

5.2. D-Glu:Cl

5.2.1. Sintesis y Cristalizacion de D-Glu:Cl

Para la cristalizacion del compuesto acido D-glutdmico:cloro (D-Glu:Cl) se utilizaron los
siguientes reactivos: cloruro de calcio (CaClz, Sigma C1016) y &cido D-glutdmico (D-Glu, Sigma
G1001, > 99% de pureza) del fabricante Sigma-Aldrich (Toluca, México) sin purificacion o re-
cristalizacion previa. Se prepar6 una solucion equimolar de 50 mmol de D-Glu + 50 mmol de
CaClz, en volumen final de 1 ml de agua ultrapura Milli-Q (Merck Millipore, México).
Posteriormente, se disolvieron ambos reactivos por agitacion suave hasta formar una solucion
homogénea y una vez disueltos, se aforé el volumen a 1 ml. A continuacion, la soluciéon (D-
Glu+CacCl.) se vertio en un vial de vidrio de 5 ml con tapa de rosca, cerrada hasta la mitad para
permitir la evaporacion. Enseguida, los viales se dejaron reposar a 298 K (25 °C) en una superficie
plana y se monitore6 la formacion de cristales durante la evaporacion durante las siguientes

semanas. Al término de 4 semanas Se obtuvieron los cristales de D-Glu+CaCl..
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5.2.2. Difraccién de Rayos-X de Monocristal de D-Glu:Cl

Para la difraccién de rayos-X de D-Glu:Cl se utiliz6 un difractometro Bruker D8 QUEST equipado
con un monocromador de espejos de multiples capas y un tubo sellado de microfoco de Cu Ka (A
= 1.54178 A). Las imagenes (frames) para generar el patron de difraccion se recolectaron a T =
300(2) K mediante exploraciones en los angulos de rotacion w/p del goniémetro y cristal
respectivamente. Concluido el experimento de difraccion, se prosiguié a reducir las intensidades
obtenidas en el patrén de difraccion a F? (factores estructurales) y se corrigieron para su absorcion
con el software SADABS (SAINT-NT) (Bruker, 2014). Posteriormente, se obtuvo la solucion por
medio de SHELXT V2014/4 (Sheldrick, 2008, 2015) y se realiz6 el refinamiento de los datos y F?
mediante los programas SHELXL-20 14/7 dentro de la paqueteria de software WinGX (Farrugia,
2012). Enseguida, se realiz6 el refinamiento para los atomos que no fueran hidrégenos de manera
anisotrépica (parametro térmico de la vibracion atomica) (Rupp, 2009). Los atomos de hidrogeno
en CHy CH: se colocaron en posiciones geométricamente calculadas utilizando los modelos HF1X
13y HFIX 23, respectivamente; mientras que los &tomos de hidrégeno en O1H1 fueron idealizados
como grupos funcionales OH y los presentes en C1-O1-H1 con un angulo tetrahédrico. Por otro
lado, los atomos de hidrégeno envueltos en la interaccion de “X-H---CI”” (NHs y O4H4) fueron
posicionados a través de un examen iterativo de los mapas de las diferencias de Fourier, seguido
de un refinamiento por minimos cuadrados Uiso(H) = 1.2Ueq(N) and Uiso(H) = 1.5Ueq(O4). La
estructura cristalina fue analizada mediante los programas Platon (Spek, 2003, 2009), Ortep para
Windows (Farrugia, 2012) y Mercury 3.1 (Macrae et al., 2008). Finalmente, los datos
cristalogréficos de la estructura cristalina del acido D-glutamico:cloruro (D-Glu:Cl) se depositaron
en el Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) con numero de identificacion: CCDC-
1515166.

5.2.3. Configuracion absoluta de D-Glu:Cl y validacion del modelo

Con los datos cristalograficos de la estructura de D-Glu:Cl dilucidada se prosigui6 a analizar,

asignar y validar la configuracion absoluta del mismo. Lo primero que se realizd fue un

33



refinamiento de la estructura por medio del método de minimos cuadrados de matriz completa
(Full-matrix least squares) sobre F2. Posteriormente se analiz6 el resultado con el modelo
estadistico bondad de ajuste (Goodness-on-fit), para descartar o aceptar si el modelo estructural
obtenido es el adecuado, es decir, que existe coherencia entre los datos obtenidos y la estructura
cristalina real, para continuar con los siguientes andlisis estadisticos; a lo anterior se le aplico un
analisis de D-GIlu:Cl presumiendo una estructura tipo (R) y otra como tipo (S). Enseguida, previo
a la determinacion de la configuracién absoluta (R o S) se analizaron los parametros de buena
calidad (R”) R1 y wR2 (Hooft et al., 2008), para continuar con la determinacion de la configuracion
absoluta del compuesto de interés. Posteriormente, se corroboraron los valores obtenidos en el
rango de 260, con los cuales se comprueba si hubo una correcta dispersion de los rayos-X (Hooft et
al., 2008). Finalmente, para la determinacion y asignacion de la configuracion absoluta de D-
Glu:Cl, se analizaron los distintos modelos estadisticos: Flack (X), Parsons (Z), Hooft (y) y Hooft
(G) (Flack, 1983; Spek, 2003; Hooft et al., 2008; Murakami et al., 2010; Parsons et al., 2013),

obteniéndose para cada uno sus valores e incertidumbres estandar estimadas (esd o su).

La verificacion de la validez de los datos se llevd a cabo a través de un analisis estadistico tipo t-
Student, para conocer si la asignacién de la configuracion absoluta (R o S) de D-Glu:Cl fue la
correcta. También se analizaron los pares de Bijvoet obtenidos del refinamiento de la estructura,
para conocer si fue posible asignar los datos obtenidos (intensidades) a alguna de las
configuraciones absolutas de la estructura, ya sea en D-Glu:Cl (R) o D-Glu:Cl (S). Finalmente se
realizo una prueba estadistica Bayesiana, donde se analizaron distintas hipotesis sobre la asignacion
de la configuracion absoluta, en dos vias (P2 — correcto, P2 — incorrecto) o tres vias (P3 — correcto,

P3 — gemelo racémico, P3 — incorrecto) (Hooft et al., 2008).

5.3. VpGrx2

5.3.1. Preparacion del ADN plasmidico (ADNp) de VpGrx2

Se obtuvo la secuencia de ADN de una Glutarredoxina tipo 2 (VpGrx2) del genoma de Vibrio
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parahaemolyticus FIM-S1392(-) (GenBank JPLUO00000000.1) (Gomez-Jimenez et al., 2014),
predicha y anotada funcionalmente mediante MyRAST (Aziz et al., 2008; Overbeek et al., 2014).
Dicha secuencia se utilizé para el disefio y sintesis de un gBlock (ADN de doble cadena lineal) con
los codones optimizados (https://www.idtdna.com/CodonOpt) para su uso en E. coli, mediante el
servicio en linea de Integrated DNA Technologies (IDT, https://www.idtdna.com/CodonOpt). El
gBlock (500 ng) liofilizado se centrifug6 durante 5 s a 100 x g para concentrar el material al fondo
del tubo y se resuspendio en 50 pl de solucion amortiguadora TE pH 8.0. Posteriormente se
homogenizo la solucidn por agitacion en vortex durante 1 — 2 sy se incubd a 50 °C durante 20 min
para asegurar la total resuspension del ADN. A continuacion, la solucién se homogeniz6
nuevamente en vortex durante 1 — 2 sy se centrifugo por 5 s a 100 x g. Finalmente, se obtuvo una

solucion del gBlock a 10 ng/ul (Integrated DNA Technologies; Valenzuela-Chavira, 2018).

5.3.1.1. Ligacion del gBlock de VpGrx2 en el vector de clonacién pJET1.2/blunt. Una vez
preparado el gBlock, se procedio a la ligacion del mismo en un vector de clonacién pJET1.2/blunt
mediante el juego de reactivos comercial CloneJET PCR Cloning Kit (ThermoFisher Scientific).
La reaccion de ligacion se realizd en un vial donde se mezclaron: 5 pl de solucidn de reaccion 2X,
3 ul (30 ng) de gBlock, 0.5 pl (25 ng) de DNAp pJET1.2/blunt, 0.5 ul (2.5 U) de T4 DNA Ligasa
(ThermoFisher Scientific) y 1 ul de agua estéril libre de nucleasas para un volumen final de 10 pl.
La solucién se mantuvo en hielo hasta terminar de agregar cada componente. Finalmente se incub6
la reaccion durante 15 min a 25 °C; una vez concluido lo anterior se regresoé la solucion al hielo y

se mantuvo en éste para posteriores experimentos.

5.3.1.2. Obtencién del ADNp (pJET1.2/blunt-gBlock) de VpGrx2. Una vez realizada la ligacién
del constructo en el vector, se prosiguio a la transformacion de bacterias E. coli One Shot™ TOP
10 (ThermoFisher Scientific) quimio-competentes con CaClz. Se descongeld un vial con 50 pl de
bacterias TOP 10 en un recipiente con hielo (5 — 7 min) (Howland, 1996) y se agregaron 5 pl de
ADN plasmidico linearizado (pJET1.2/blunt-gBlock) de la solucion de ligacion. Dicha mezcla se
homogeniz6 suavemente por inversion 3 veces y se incubd durante 30 min en hielo. A
continuacion, se dié un choque térmico a 42 °C durante 30 s en bafio maria y se regreso el vial al

hielo durante 2 min; enseguida, se agregaron 250 pl de medio SOC estéril (apéndice A) y se incubd
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el vial durante 1 — 2 h a 37 °C en agitacién constante a 220 rpm (Howland, 1996; Coligan, 2003).

La solucion de transformacion (=300 pl) se distribuyo en tres cajas Petri con agar LB adicionadas
con 100 pg/ml de ampicilina en volimenes de 50 pl, 100 pl y 150 ul, respectivamente. Las placas
se incubaron durante 16 — 18 h a 37 °C. Culminado el periodo de incubacién, se selecciond una
colonia individual y se inocul6 en un tubo de ensayo con 5 ml de medio liquido LB adicionado con
100 pg/ml de ampicilina y se incub6 durante 2 — 3 h a 37 °C en agitacion a 220 rpm. Una vez
concluido el tiempo de incubacion, el cultivo se centrifugd durante 5 min por cada 1 ml de cultivo
a 25 °C y 4000 x g (Garcia-Orozco et al., 2005; Valenzuela-Chavira et al., 2017). La biomasa
obtenida se utilizé para la extraccion de ADN plasmidico (pJET1.2/blunt-gBlock) segun las
instrucciones del fabricante, mediante el juego de reactivos comercial GeneJet™ Plasmid Miniprep
Kit (ThermoFisher Scientific). Una vez extraido el ADN plasmidico, se purificd y limpio a partir
de un gel de agarosa preparativo al 0.8 %, mediante QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) y se

almaceno a -20 °C para futuros experimentos.

5.3.1.3. Digestion del ADNp (pJET1.2/blunt-gBlock) y el vector de expresion pET11a. Para la
digestion del ADNp (pJET1.2/blunt-gBlock) obtenido en el paso anterior y el vector de expresion
pET1la (DNA 2.0), se utilizaron las enzimas de restriccion BamHI y Ndel (ThermoFisher
Scientific). Esto generd extremos cohesivos en ambos fragmentos de ADN necesarios para la
ligacion direccional del gBlock en el vector de expresion. La digestion se llevo a cabo en un
volumen de 30 ul, donde la reaccién para cada digestion individual (pJET1.2/blunt-gBlock y
pET11a) constd de 3 ul de solucién amortiguadora 10X Fast Digest Green Buffer (ThermoFisher
Scientific), 1.5 pl de las enzimas BamHI (5 U) y Ndel (15 U), 10.1 ul de agua estéril libre de
nucleasas (ThermoFisher Scientific) y 13.9 ul (3000 ng) de ADNp del vector pJET1.2/blunt-
gBlock, 21.4 ul de agua estéril libre de nucleasas (ThermoFisher Scientific) y 2.6 ul (3000 ng) para
el vector pET11a. La reaccion de digestion se incubd durante 20 min a 37 °C en bafio maria y se
detuvo incubando la reaccion a 65 °C durante 15 min. Finalmente, la reaccion se dejé enfriar a 25
°C durante 15 — 20 min y los fragmentos resultantes se analizaron por electroforesis en gel de

agarosa.
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5.3.1.4. Ligacion del gBlock de VpGrx2 en el vector de expresion pET11a. El inserto de interées
(gBlock) y el ADNp (pET11a) se extrajeron, purificaron y limpiaron a partir de gel de agarosa de
bajo punto de fusién (0.8 %), mediante el juego de reactivos comercial Wizard SV Gel and PCR
Clean-UP (Promega) segun instrucciones del fabricante. Las muestras se concentraron en un ultra
desecador (Savant Speedvac) y se prosiguio a realizar la reaccion de ligacion (pET11a+gBlock) en
el mismo vial donde se concentro el inserto de interés. La reaccion se realizo en un volumen final
de 10 ul, que contenia: 250 ng de gBlock, 2 ul de solucién de reaccidén de ligacion 5 X
(ThermoFisher Scientific), 1 ul (5 U) de T4 DNA Ligasa, 2.3 pl (50 ng) de vector pET1lay 4.7 pl
de agua estéril libre de nucleasas (Coligan, 2003; Sargent, 2004). La reaccién se incub6 durante 12
— 16 h a4 °C y posteriormente se prosiguio a la transformacién del ADNp (pET11a-gBlock) en

células quimio-competentes con CaClz de E. coli.

5.3.1.5. Obtencion del ADNp (pET1la-gBlock) de VpGrx2. Se repitio el protocolo de
transformacion antes descrito, donde se descongeld un vial con 50 pl de células One Shot™ TOP
10 (ThermoFisher Scientific) en una tarja con hielo durante 5 — 7 min (Howland, 1996) y se le
agregaron 5 pl del ADN plasmidico (pET11a-gBlock), la mezcla se homogeniz6 suavemente por
inversion 3 veces. Dicho vial se incub6 en hielo durante 30 min. Se prosiguié a dar un choque
térmico a 42 °C por 30 s en bafio maria y posteriormente la mezcla se regreso e incub6 en hielo
durante 2 min. Una vez realizado lo anterior, se agregaron 250 ul de medio SOC estéril y se incubd
el vial durante 1 — 2 h a 37 °C en agitacion a 220 rpm (Howland, 1996; Coligan, 2003).

Una vez terminado lo anterior, se prosiguié al crecimiento y seleccién de las bacterias
transformadas mediante la siembra del volumen del vial (=300 pl) en tres placas Petri con agar LB
adicionadas con 100 pg/ml de ampicilina en volimenes de 50 pl, 100 pl 'y 150 pl, respectivamente.
Las placas se incubaron durante 16 — 18 h a 37 °C y finalizado este tiempo, se selecciond y se
inoculé una colonia individual en 5 ml de medi6 liquido LB adicionado con 100 pg/ml de
ampicilina en un tubo de ensayo. El tubo se incubé durante 2 — 3 h a 37 °C en agitacion a 220 rpm
y posteriormente se centrifugd durante 5 min a 25 °C y 4000 x g (Garcia-Orozco et al., 2005;
Valenzuela-Chavira et al., 2017). Con la biomasa obtenida, se prosigui6 a la extracciéon y
purificacion del ADNp (pET11la-gBlock) mediante el juego de reactivos comercial GeneJet™

Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher Scientific) y se prosiguié a limpiarlo a partir de gel de
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agarosa preparativo (0.8%) mediante el juego de reactivos Wizard SV Gel and PCR Clean-UP
(Promega) segun instrucciones del fabricante. EI ADNp limpio y purificado se almaceno¢ a -20 °C

para los proximos experimentos.

5.3.2. Sobreexpresion Heterdloga de VpGrx2 en E. coli

Para la sobreexpresion de VpGrx2 se descongelaron una alicuota del ADN plasmidico del
constructo de expresion VpGrx2 (pET1la-gBlock) y un vial con 50 pl de células quimio-
competentes con CaClz de E. coli Rosetta™ 2 (DE3) de 5 — 7 min (Howland, 1996). Una vez
descongelados, se agregaron y mezclaron suavemente 2 pl (20 ng) de ADN plasmidico al vial de
las bacterias E. coli y se incub6 en hielo durante 30 min; enseguida se di6 un choque térmico a 42
°C durante 30 s en bafio maria y se regreso inmediatamente el vial al hielo, donde se incubo por 2
min. Posteriormente se agregaron 250 pl de medio SOC estéril (atemperado a =25 °C) y se incubd
el vial a 37 °C durante 1 — 3 h en agitacion a 220 rpm. Una vez realizado lo anterior, se prosiguio
a sembrar el volumen total (=300 ul) en tres placas Petri con agar LB, adicionadas con 100 pg/ml
de ampicilina; las placas se incubaron a 37 °C durante 16 — 18 h. Al dia siguiente, se iniciaron los

experimentos para la sobreexpresion de la proteina de interés.

A partir de una colonia de las placas Petri sembradas previamente se inoculé un tubo de ensayo
con 5 ml de medio liquido LB adicionado con el antibidtico correspondiente (100 pg/ml de
ampicilina) (Bertani, 1951; Howland, 1996; Coligan, 2003) y se incub6 a 37 °C durante 2 -3 h en
agitacion a 220 rpm. Posteriormente, se transfirié 1 ml del medio liquido a un matraz con 50 ml
del mismo medio y el antibidtico mencionado (indculo para sobreexpresion de VpGrx2) y se incubo
durante 16 — 18 h en las condiciones antes descritas. El total de volumen de medio con crecimiento
bacteriano del paso anterior se utilizé para inocular un matraz Fernbach con 1 L de medio LB
adicionado con 100 pg/ml de ampicilina y éste se incubd a 37 °C en agitacion constante a 220 rpm.
Una vez que el cultivo alcanz6 una densidad oOptica (D.O.) de 0.6, éste se enfrié en bafio de hielo
durante 10 min para reducir la temperatura a 16 °C e inducir la sobreexpresion de VpGrx2 al
agregar 0.1 mM de IPTG, misma que se llevé a cabo durante 4 h a 25 °C y 220 rpm; al terminé de

la incubacion el cultivo se centrifugd a 4000 x g durante 10 min a 4 °C. Finalmente, la biomasa
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bacteriana obtenida se lavé con una solucion salina al 0.9 % de NaCl y se almacend a -80 °C
(Lopez-Zavala et al., 2013; Carrasco-Miranda et al., 2014).

5.3.3. Purificacion de VpGrx2

Para purificar la proteina se resuspendio la biomasa bacteriana obtenida durante la sobreexpresion
en una solucion de lisis (apéndice B), en una proporcién de 4 ml por cada gramo de biomasa
manteniéndose en hielo. ElI rompimiento celular se llevo a cabo por sonicacion, aplicando pulsos
de 10 s por 6 repeticiones, tomando pausas de 10 s entre cada repeticion. Una vez realizada la lisis,
se prosiguio a clarificar la muestra por centrifugacioén a 22000 x g durante 30 min a 4 °C. El paso
anterior se repitio dos veces separando la fraccién soluble y se volvio a lisar el pellet, descartandose
éste ultimo al final. Una vez clarificada la muestra con la proteina de interés, se filtré utilizando un
filtro para jeringa de 0.45 um (Millipore, CA., USA) (Garcia-Orozco et al., 2005).

5.3.3.1. Cromatografia de afinidad (IMAC). Una vez obtenida la proteina en solucion a partir de la
lisis bacteriana, se prosiguié a realizar su purificacion por cromatografia de afinidad a iones
metalicos inmovilizados (IMAC) en un primer paso y por cromatografia de exclusion molecular
(SEC) en un segundo paso. Para la cromatografia IMAC, se ambienté el sistema cromatografico
Akta Prime Plus (GE, USA) previamente, con 15 ml de solucion de unién (A) y solucién de elucién
(B) (ver apéndice B; (Vlamis-Gardikas et al., 1997; Block et al., 2009). De igual manera, se
equilibré una columna HiTrap Hp (GE, USA) de 1 ml con 5 volimenes de columna de la solucion
de union (A) antes de llevar cabo la purificacion; enseguida, se realizé la cromatografia en
gradiente, donde se inyect6 un volumen de 10 ml de la solucion de VpGrx2 a un flujo de 0.5 ml/min
y se continué a un flujo de 1.0 ml/min durante la elucion. Se recolectaron las fracciones que se
encontraban entre el 40 — 45 % de solucién de elucién (B), correspondientes a 200 mM — 225 mM
de imidazol, respectivamente. Posteriormente se analizaron las fracciones mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15 % en condiciones desnaturalizantes y reductoras
(Laemmli, 1970).
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5.3.3.2. Cromatografia por filtracion en gel o exclusion molecular (SEC). Para determinar la
estructura secundaria de la VpGrx2, después de la cromatografia IMAC se prosiguio a realizar una
segunda cromatografia de filtracién en gel o exclusion molecular (SEC) (Laurent & Killander,
1964; Giddings & Mallik, 1966), misma que sirvié para dos propésitos: para obtener la proteina
pura y para determinar su estado oligomérico. Se juntaron las fracciones provenientes de IMAC y
se dializaron gradualmente contra una solucion para purificacion SEC (apéndice B) en un volumen
de 100 ml por dos recambios de 2 h y uno final de 16 — 18 h durante la noche. Al dia siguiente, se
ambientd con 15 ml de la misma solucion, un sistema cromatografico Akta Pure ® donde se llevo
a cabo la cromatografia.

La filtracién en gel se llevo a cabo con una columna Superdex 75 HR10/300 GL (GE Healthcare),
que se equilibré con la solucién para purificacion SEC a un flujo de 0.8 ml/min y se calibro
previamente al experimento con diferentes marcadores de peso molecular (conalbdmina — 75 kDa,
ovoalbimina — 44 kDa, anhidrasa carbdnica — 29 kDa, ribonucleasa A — 13.7 kDa y aprotitina —
6.5 kDa) (GE Healthcare) en la misma solucion (Coligan, 2003; Valenzuela-Chavira et al., 2017).
Como paso previo a la cromatografia, la VpGrx2 proveniente de IMAC y dializada contra solucién
de purificacion SEC se clarificé por centrifugacion a 22,000 x g durante 30 min a 4 °C (Coligan,
2003) e inmediatamente se inyectd un volumen de 500 pl de muestra VpGrx2 a un flujo de 0.7
ml/min y durante la corrida se utiliz6 un flujo de 0.5 ml/min colectandose fracciones de 0.5 ml. Se
analizaron las fracciones colectadas por electroforesis en gel de poliacrilamida al 15 % (SDS-
PAGE) en condiciones reductoras y desnaturalizantes (Laemmli, 1970). Una vez obtenida la

proteina pura, se prosiguié con los proximos experimentos.

5.3.4. Actividad Enziméatica de VpGrx2

Las fracciones puras de VpGrx2 provenientes de la filtracion en gel se agruparon y se midio la
concentracion de proteina por el método del acido bicinconinico (BCA). Esto se realizd mediante
el juego de reactivos comercial Pierce-BCA assay kit (ThermoFisher Scientific) segun

instrucciones del fabricante y se utiliz6 como estandar albumina de suero bovino (Sigma-Aldrich).
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5.3.4.1. Actividad tipo GRX. El ensayo de actividad glutarredoxina de VpGrx2 se realiz6 como
ensayo especifico de B-hidroxietileno disulfuro (HED) (Holmgren & Aslund, 1995). Este método
mide la reduccién de puentes disulfuro mixtos entre el glutation (GSH) y el HED en el complejo
(B-ME-GS) por efecto de la glutaredoxina. La reaccion se acoplé a la enzima glutation reductasa
(GR) E.C. 1.8.1.7, la cual es dependiente de glutation oxidado (GSSG) y utiliza B-Nicotinamida
adenina dinucledtido reducido (NADH) como cofactor, para su funcion de VpGrx2. El progreso
de la reaccion se monitore6 por la disminucion del NADH por efecto de la GR a 340 nm (Hald et
al., 1975; Ziegenhorn et al., 1976). El experimento se Ilevo a cabo a 25 °C durante 5 min en un
espectrofotdmetro Cary® UV-50 en una celda de cuarzo de 1 ml en una solucion de actividad
enzimatica tipo GRX (apéndice B), la cual contiene GR a una concentracion de 1 mU/ml. Se
disolvieron los reactivos NADH y el HED a una concentracion de 0.4 mM y 1 mM,
respectivamente. Para iniciar la reaccion, el Gltimo reactivo en agregarse fue la enzima VpGrx2 a

una concentracion de 1 uM en un volumen final de 1 ml a pH 8.0.

5.3.4.2. Actividad tipo GST (hibrida). El ensayo de actividad GST de VpGrx2 se llevo a cabo en
base a la técnica descrita por Habig et al., (1974), en un espectrofotémetro Cary® UV-50 en una
celda de cuarzo de 1 ml con una solucion de actividad enzimatica tipo GST (apéndice B) y 1 uM
de VpGrx2. El ensayo mide la conjugacion del glutation (GSH) con el sustrato modelo 1-cloro-2,
4-dinitrobenceno (CDNB) para formar el compuesto 2,4-dinitrofenil-S-conjugado (GS-DNB)
(Galleguillos et al., 2012), el cual absorbe a 340 nm y posee un coeficiente de extincion molar de
9.6 mM/cm. La reaccion enzimatica se realizo a 25 °C durante 5 min en un volumen final de 1 ml
(Habig et al., 1974).

5.3.5. Modelo Computacional 3D de VpGrx2

El modelo predictivo 3D in silico de VpGrx2 se obtuvo mediante el servidor y herramientas
bioinformaticas Phyre2 (Kelley & Sternberg, 2009; Kelley et al., 2015) utilizando como base la
secuencia en aminodacidos de la proteina con la cual se gener6 el modelo 3D. Dentro del servidor

Phyre2, se utilizo el protocolo ‘normal’ para la creacion del modelo estructural y éste se visualizo
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y edito en el software PyMOL version 1.8 (Schrédinger, LLC, 2015b). EI modelo in silico 3D
obtenido de VpGrx2 a través del servidor Phyre2, se utilizd para alinearlo con una molécula de
glutation reducido (GSH), mediante el software PyMOL version 1.8 (Schrodinger, LLC, 2015b).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Glutamato racemasa — VpGIuR

6.1.1. Sobreexpresion heteréloga de VpGIuR

La enzima VpGIuR se sobreexpresé de manera insoluble formando cuerpos de inclusion (figura
2), donde se observa el aumento en la intensidad de una banda del tamafio esperado aproximado
de 32 kDa en la fraccién insoluble (carriles 1 —4,), mientras que en la fraccién soluble (carriles 5 —
9) no existe un patron de sobreexpresion de dicha banda. Los carriles 1- 4 corresponden a los
tiempos de 0 a 24 h de expresion, donde es evidente un aumento en la banda del tamafio esperado
al transcurrir las horas de sobreexpresion, donde dicho aumento se da tanto en comparacion con el
tiempo anterior, es mayor la intensidad de la banda a las 2 h que alas 0 h, a las 6 h que a las 4 h,
sucesivamente hasta las 24 h de sobreexpresion, asi como con respecto a las bandas de otras
proteinas en el tiempo analizado; esto es, la banda de interés en el carril 4 (24 h) es mas intensa

que las otras bandas del mismo carril.

<«—VpGIuR

Figura 2. Cinética de sobreexpresion de VpGIuR. Marcador de peso molecular Broad Range (MPM-izq.). Carriles 1-
4 corresponden a los tiempos de expresion 0, 4, 6 y 24 h de la fraccidn insoluble respectivamente. Fraccion soluble de
la sobreexpresion de 0, 4, 6 y 24 h se muestran en los carriles 5-8. El patron de bandeo muestra un aumento en la banda
con el tamafio esperado de 32 kDa en la fraccidn insoluble, por lo que la proteina de interés se expresé en cuerpos de
inclusion.
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La formacién de los cuerpos de inclusion en la expresion de proteinas recombinantes no es
deseable, ya que ésto puede retrasar la obtencidn de las mismas, tanto en la investigacion cientifica
o farmacéutica (Baneyx & Mujacic, 2004). Por lo anterior, se han disefiado y propuesto diversas
estrategias para evitar su formacion (Ramon et al., 2014), dentro de las que se incluyen la co-
expresion de proteinas de interés en conjunto con proteinas chaperonas, como GroES y GroEL, la
aplicacion de métodos fisicos, como la disminucion de la temperatura del cultivo de 37 °C a 16 °C,
asi como la reduccion de la expresion génica durante el experimento de sobreexpresion, a través
del uso de un sistema con una regulacion mas estricta para la expresion del gen de interés, como
una cepa pLysS por ejemplo (Baneyx & Mujacic, 2004; Lee et al., 2005; Sgrensen & Mortensen,
2005; Rinas et al., 2017), entre otras. Uno de los aspectos mas relevantes que han adquirido los
cuerpos de inclusion en los ultimos afios, especialmente en la industria farmacéutica y
biotecnoldgica, es que éstos pueden ser una fuente casi pura de la proteina de interés, facilitando
su obtencion (Ramdn et al., 2014; Rinas et al., 2017). En este sentido, un ejemplo practico es la
produccion de insulina para uso médico, que se obtiene a través de los cuerpos de inclusion, los
cuales son solubilizados y replegados posteriormente de manera in-vitro (Nilsson et al., 1996;
Ramén et al., 2014). Basados en este principio se prosiguid con la expresion heterdloga de
VpGIuR, la cual se llevé a cabo durante 24 h para favorecer la obtencidn de una mayor cantidad

de biomasa bacteriana.

6.1.2. Replegamiento in vitro de VpGIuR

La solubilizacion de los cuerpos de inclusién de VpGIuR se llevd a cabo mediante un agente
caotropico como la urea, con la finalidad de obtener la proteina de manera soluble, para
posteriormente realizar el replegamiento y purificacion de la misma en pasos alternados. En la
figura 3 (carriles 1 —5), se observa el proceso de extraccion de los cuerpos de inclusion de VpGIuR
a partir de la lisis bacteriana (carril 1) y la posterior solubilizacién de los mismos mediante una alta
concentracion de urea (8 M). Mientras que, en los carriles 6 a 9 se muestra el proceso de
replegamiento in vitro de VpGIuR; en el cual se disminuyd gradualmente la concentracién del
agente caotrépico (8 M hasta ~ 2 M). La intensidad de la banda del tamafio esperado disminuy6

durante el experimento, como se observa al comparar la presencia de dicha banda en los carriles 7-
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9 con el carril 8. Lo anterior puede deberse a que la mayoria de la VpGIuR se logro replegar
efectivamente, sin embargo, una fraccidén de la proteina se precipitdé durante el experimento;

obteniéndose 4 mg/ml de proteina pura soluble.

Figura 3. Tratamiento y disolucién de los cuerpos de inclusién de VpGIuR para replegamiento in vitro. Marcador de
peso molecular Broad Range (MPM). Biomasa bacteriana (pellet) lisada por sonicacién (carril 1), lavados 1, 2-1, 2-2
y 3 de los cuerpos de inclusién (carriles 2-5), replegamiento in vitro disminuyendo la concentracion de urea desde 8,
6,4, 2 M (carriles 6-9).

6.1.3. Purificacion de VpGIuR por cromatografia de afinidad y exclusion molecular

6.1.3.1. Purificacion de VpGIuR por IMAC. Una vez realizada la solubilizacion y la primera fase
del replegamiento de VpGIuR, se prosiguio a su purificacion por cromatografia de afinidad a iones
metalicos inmovilizados (IMAC). Dicha cromatografia se muestra en la figura 4-A, donde se
observan distintos picos durante la purificacion. Los primeros dos picos (cuadro azul) corresponden
a las proteinas no unidas durante la purificacion. En el segundo pico (cuadro amarillo) se
obtuvieron todas aquéllas proteinas que se unieron de manera inespecifica a la columna y no son
de interés. En el tercer cuadro (rojo) del cromatograma, se resaltan los picos donde eluyd la proteina
de interés entre el 30 y 35 % de la solucion de elucion (B), lo que corresponde de 150 a 175 mM
de imidazol. El hecho de que se haya obtenido la banda del tamafio esperado en estos porcentajes
de imidazol, significa que ésta cromatografia como un primer paso de purificacion fue efectiva. Lo
que concedid continuar con los siguientes experimentos.

45



VpGIuR
A B [
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Figura 4. Purificacion de VpGIuR por IMAC. Cromatograma (A), fracciones 1-8: No unido (UN), 14-18: uniones
inespecificas (UNE), 27-30 (30 % B) y 35-40 (35 % B): proteina del tamafio aproximado (32 kDa) VpGIuR.
Electroforesis en gel (SDS-PAGE 12%) de las fracciones cromatogréficas (B). MPM Broad Range, muestra inyectada
(carril 1), proteina no unida (carriles 2-3), uniones inespecificas (carril 4), fracciones VpGIuR eluida entre 30-35 % B
(150-175 mM imidazol) (carriles 5-14).

Las fracciones de la cromatografia fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida
(figura 4-B), donde se observo el patron de bandeo de la misma y se advirtié una banda del tamafio
esperado en las fracciones de la elucion al 30 — 35 % B como lo muestra el cromatograma (figura
4-A); dichas fracciones no se encontraron totalmente puras, ya que se observaron otras bandas de
menor intensidad en las fracciones correspondientes a la elucién de VpGIuR. Por tal motivo fue
necesario realizar una segunda purificacion mediante filtracion en gel, donde se colectaron las
fracciones correspondientes a la elucion de VpGIuR durante el IMAC y se prosiguio con la segunda
fase del replegamiento que consistio en disminuir paulatinamente la concentracion de urea (2 M
hasta ~ 0 M). El replegamiento in vitro se realiz6 bajo un enfoque ‘step-wise approach’ o gradual
a baja temperatura (~ 10 °C), lo que permitié el replegamiento progresivo y gradual de la proteina
de interés (Tsumoto et al., 2003; Yuasa et al., 2014; Yamaguchi & Miyazaki, 2014).

6.1.3.2. Purificacion de VpGIuR por filtracion en gel y determinacion de su estructura cuaternaria.
Después de la purificacion y replegamiento de VpGIuR, se realizé un segundo paso de purificacion
para limpiar de impurezas la proteina de interés, obteniéndose asi la VpGIuR de forma pura. La
cromatografia de exclusion molecular también permitié determinar el estado oligomérico de
VpGIuR. La proteina de interés posee un tamafio de 32.6 kDa y eluy6 en un volumen de 8.15 ml
(Figura 5-A) correspondiente a un coeficiente de distribucion (Kav) de 0.008. En la figura 5-B se
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muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida de las fracciones de la cromatografia, donde se
observa la presencia de una banda del tamafio esperado aproximado de VpGIuR de 32.6 kDa sin
proteinas contaminantes. Con el valor de Kav y mediante la curva estandar para la filtracion en gel
(Figura 5-C) (Valenzuela-Chavira et al., 2017; Kasaai, 2018) se obtuvo un peso molecular de 130.4
kDa, equivalente a cuatro moléculas, constituyendo el estado oligomérico de la proteina purificada.
Es posible que lo anterior se deba a que VpGIuR se presenta en un estado oligomérico como
tetramero o como un dimero de dimeros. Cabe resaltar que actualmente no existen estudios sobre
el estado oligomérico de éstas enzimas (Fisher, 2008; Whalen et al., 2010; Conti et al., 2011).

A Filtracion en gel (SEC) de VpGIuR
300 B

250 ﬁ
b

200
45kDa >

c 31kDa >
150 -

21kDa > W
-

C

130.4 kDa Curva estandar de VpGIuR

Absorbancia (mUA)

13.7 kDa

T r T T
0.050 0.100 0.150 0.200 0.250  0.300 0.350
Kav

0 5 10 15 20 25

Elucion (ml)

Figura 5. Purificacion de VpGIuR por SEC. Cromatograma (A): proteina pura eluida a 8.15 ml de retencidn en las
fracciones 1, 2,y 3. Electroforesis en gel (SDS-PAGE 12%) de las fracciones cromatogréficas (B): MPM Broad Range,
fracciones de la proteina pura del tamafio aproximado a (32 kDa) VpGIuR (carriles 1, 2 y 3). Curva estandar de VpGIuR
(C): Valor Kav (0.008) de VpGIuR (punto rojo), calculando un tamafio aproximado de 130.4 kDa, equivalente a un
tetramero.

Existen diversos estudios en los que se ha dilucidado la estructura de racemasas mediante
cristalografia y difraccién de rayos-X. Algunas de estas enzimas poseen una estructura terciaria
monomeérica, como las GIuRs de E. coli, L. fermenti y B. bifidum (Gallo & Knowles, 1993; Lee et
al., 2005; Kim et al., 2007; Lundgvist et al., 2007), mientras que otras presentan una estructura
cuaternaria dimérica como las GluRs de B. anthracis, H. pylori y B. cenocepacia (Lundqvist et al.,
2007; Israyilova et al., 2016). Es por ello que VpGIuR puede presentar una estructura terciaria o
cuaternaria, no obstante, el experimento de filtracion en gel indica que probablemente ésta se haya
agregado o esté formando dimeros. Para comprobar y conocer la estructura de VpGIuR se prosiguio
a su cristalizacion y difraccion por rayos X.
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6.1.4. Cristalizacion de VpGIuR

Una vez que se obtuvo la enzima VpGIuR pura y replegada in vitro se formaron los cristales bajo
condiciones especificas. Los experimentos de cristalizacion se llevaron a cabo con una
concentracion final de 10 mg/ml de VpGIuR dando como resultado (Jancarik & Kim, 1991)
cristales presumiblemente de proteina. De las condiciones analizadas, solamente dos presentaron
la formacion de cristales (Figura 6-A, izquierda), la Crystal Screen | — No. 26 (acetato de amonio
0.2 M, citrato de sodio tribasico dihidratado 0.1 M pH 5.6 y 2-metil-2,4-pentanodiol 30 %) y la
Crystal Screen | — No. 35 (HEPES sodio 0.1 M pH 7.5, fosfato de sodio monobasico monohidratado
0.8 My fosfato de potasio monobasico 0.8 M). Dichos cristales crecieron en aproximadamente 2
— 3 semanas posteriores al inicio del experimento, hasta alcanzar un tamafio aproximado de 0.1 x
0.179 x 0.05 mmy 0.11 x 0.132 x 0.04 mm respectivamente. Ambos cristales se utilizaron en los

experimentos de difraccion, como se advierte en la figura 6-A, parte central.

Crystal Screen 1 - Cond. 26
0.2 M Acetato de amonio
0.1 M Citrato sodio tribasico dihidratado pH 5.6
30% V/V 2-metil-2,4-pentanodiol

Crystal Screen 1 - Cond. 35
0.1 M HEPES-sodio pH 7.5
0.8 M Fosfato de sodio monobasico
monohidratado
0.8 M Fosfato de potasio monobdsico

Patrén difraccion proteina  patrén difraccion Sal
— GIuR preferencia

bl
T . (B https://www.beautifulchemistry.net/crystal-structure -
[Figure reference: Thomas, J. M. Nature 491, 186
(2012))

'3-C.Ipro
Figura 6. Condiciones de cristalizacion de VpGIuR. (A): Formacion de cristales y sus respectivos patrones de

difraccion de Crystal Screen 1 condicion No. 26 y Crystal Scren 1 condicion No. 35. Ejemplos de patrones de
difraccién de otras moléculas (B): proteinas (izquierda) y molécula pequefia (derecha).
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El experimento de difraccion por rayos X con los cristales obtenidos dio como resultado los
patrones que se muestran en la figura 6-A, parte derecha. Dichos patrones no corresponden a los
de una proteina, ya que como se contrasta en la figura 6-B, se comparan los patrones de difraccion
de una proteina (izquierda) y una molécula pequefia (derecha). Cuando el cristal esta formado por
una proteina, da como resultado un patron de difraccién con muchos spots (difracciones), debido
a la gran cantidad de atomos presentes en la molécula; sin embargo, cuando el cristal esta formado
por una molécula pequefia o péptido, la cantidad de &tomos presentes es mucho menor, por lo que
el patrén de difraccion muestra una menor cantidad de spots. En base a la premisa anterior, es
posible decir que los supuestos cristales obtenidos de VpGIuR, en realidad se encuentran formados
por otro tipo de moléculas y no de la proteina de interés, como pudieran ser las sales presentes en
las condiciones de cristalizacion. Por tal motivo, se sugiere optimizar las condiciones de
cristalizacion en las que se presentaron cristales presumiblemente de VpGIuR, con la finalidad de
obtener cristales de mejor calidad que permitan un analisis de difraccion de rayos X para la
dilucidacion de la estructura (Li et al., 2008).

6.1.5. Modelo estructural 3D in silico de VpGIuR

Para la dilucidacion de la estructura tedrica de VpGIuR se realizé un modelo in silico mediante el
servidor Phyre2, con el cual se obtuvo un modelo tridimensional (3D) de VpGIuR. Dicho modelo
se realiz6 mediante el protocolo de Phyre2 el cual consta de cuatro pasos. En primer lugar, se
realiza una busqueda de secuencias homdlogas a nivel de aminoacidos en genomas secuenciados
previamente y se realiza un alineamiento de las mismas; en base a dicho alineamiento se realiza
una prediccion mediante metodos heuristicos computacionales (algoritmo dentro de Phyre2) de la
estructura secundaria de la proteina de interés segun la posicion de cada aminoacido en los
homologos encontrados. Posteriormente con el perfil obtenido, se convierte la prediccién de
estructura secundaria tedrica a un modelo oculto de Markov (HMM — hidden Markov model), el
cual es un modelo estadistico para encontrar valores ocultos en parametros observables, como una

secuencia nucleotidica o aminoacidica (Govea, 2010).
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Figura 7. Modelo estructural predictivo 3D de VpGIuR. Proteina (izquierda), ampliacién del sitio activo (derecha).
Modelo obtenido mediante Phyre2 server de manera intensiva. Presenta un 51% de identidad con la estructura molde
de EcGIuR (2JFN) con un 100 % de confianza. Se muestran en color los residuos cataliticos encargados de la
racemizacion del glutamato (amarillo), para la estabilizacion del sustrato durante la deprotonacion (azul) y protonacion
(rojo); asi como los relacionados a la estabilizacion del sitio activo (naranja y morado).

En el siguiente paso, se compara el perfil teérico de HMM de la proteina analizada contra el perfil
calculado de HMM de estructuras determinadas experimentalmente. El resultado de dicho escaneo
es una aproximacion de la estructura con los aminoacidos que forman la cadena polipeptidica sin
las cadenas laterales de cada residuo. El tercer paso consiste en modelar, en base al esqueleto
obtenido anteriormente, las regiones de union o ‘loops’ de la estructura secundaria (hélices alfa y
laminas beta) en la proteina. EIl experimento in silico de la modelacion estructural se realizé de
manera ‘intensiva’, por lo que integré un paso mas durante la modelacion. Este radico en llevar a
cabo una extraccion de las distancias entre los carbonos alfa (Ca-Ca) de la estructura primaria
obtenida y compararlas con las mismas distancias de estructuras experimentales conocidas, para
asi conseguir una prediccion fidedigna de la molécula analizada. Enseguida, la proteina de interés
es sintetizada en un ribosoma virtual, para dar origen a una estructura tridimensional completa, a
la cual finalmente se le agregan las cadenas laterales de cada residuo en base a sus rotdmeros que
favorecen la conformacion mas estable. De esta manera, la estructura que se utiliz6 como molde
mas adecuado para la creacion del modelo 3D de VpGIuR con un 100 % de confianza, fue la
glutamato racemasa de Escherichia coli (EcGIuR — PDB:2JFN), con la cual la VpGIuR comparte
54 % de identidad en su secuencia de aminoacidos.
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En el modelo 3D (figura 7) se observa la estructura de la proteina como mondémero, la cual presenta
un dominio en el extremo amino (N) terminal con 5 laminas beta rodeada por 5 hélices alfa,
mientras que el extremo carboxilo (C) terminal se encuentra conformado por 4 laminas beta
rodeadas por 5 hélices alfa. En la parte derecha de la figura 7 se muestra la ampliacion del sitio
activo, donde se aprecian los residuos cataliticos que llevan a cabo la funcion de isomerizacion o
racemizacion sobre el glutamato. Dos cisteinas son las encargadas de la funcion catalitica, la
cisteina 106 (C106) presente en el C-terminal y la cisteina (C214) del N-terminal. También estan
resaltados los residuos encargados de la estabilizacion del sustrato una vez que éste entra a la
cavidad catalitica de la enzima. Lo anterior se puede verificar en la figura 8, donde se muestra el
alineamiento de la secuencia de aminoacidos de VpGIuR con otras racemasas. En dicho
alineamiento se advierten los aminoacidos relacionados a la estabilizacion del glutamato cuando
es deprotonado (residuos resaltados en rojo) formando una base de Schiff, asi como los residuos
encargados de protonarlo (azul) nuevamente para finalizar la isomerizacion de la molécula; en
color morado se resalta la lisina (K156) de VpGIuR en similitud a la lisina (K172) de E. coli, la
cual cumple una funcion de estabilizacion del sitio activo. Los residuos en color gris corresponden
a los relacionados a la estabilizacion de la molécula (Gallo et al., 1993b; Lundgvist et al., 2007;
Spies et al., 2009; Whalen et al., 2011). EI modelo estructural permitié constatar que las GIuRs
mantienen conservados estos residuos esenciales para facilitar y llevar a cabo su funcion biolégica,
ya sea gue se trate de enzimas monomeéricas como la EcGIuR o diméricas como las de HpGIuR y
BsGIuR.
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Figura 8. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de VpGIuR y otras racemasas. Residuos cataliticos resaltados
en color azul y rojo, residuos de estabilizacién de la molécula resaltados en gris. Racemasas con estructura cuaternaria
dimérica, se resaltan los residuos en dicha interfase en color amarillo y azul claro.

Por otro parte, es importante resaltar que solo en algunas racemasas se han identificado los
aminocidos relacionados a la dimerizacion, como la glutamato racemasa de H. pylori (amarillo)
y B. subtilis (azul) (Geng et al., 2009; Dean et al., 2015). En el alineamiento de la figura 8, se
resaltan los residuos necesarios para la dimerizacion, en color amarillo (S143, L144, P147, 148,
E151, 1153, E157, L158, T161, C162, Y165) para la HpGIuR y en azul (P146, L147, F151, L158,
T161, E164, 1165, T168, Y171) para la BsGIuR; donde resalta que ambas enzimas presentan
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residuos con propiedades quimicas similares, como los residuos hidrofébicos de leucina, isoleucina
o tirosina los cuales repelen a las moléculas de agua y favorecen la interfase dimérica. En contraste
con lo anterior, la VpGIuR presenta diversos aminoécidos en dichas posiciones (T147, R148, D151,
M152, E155, L157, G159, S161, V162, D165, E166, S169, S172); sin embargo, cuenta con pocos
aminoacidos hidrofobicos, por lo que seria muy interesante investigar a futuro si dichos residuos
participan en la formacion de la estructura cuaternaria de VpGIuR. En otros estudios se ha
observado que la dimerizacion de este tipo de enzimas puede fungir como en mecanismo de control
y hasta coexistir en equilibrio ambas formas (monomérica y dimérica) en solucién, siendo méas

activo el monoémero que el dimero (Hwang et al., 1999; Israyilova et al., 2016).

6.1.6. Actividad enzimatica de VpGIuR

Se realiz6 el ensayo de actividad enzimatica in vitro para VpGIuR como se describio en el apartado
de materiales y métodos. La actividad racemasa, isomerizacion del Glutamato, se acopl6 a una
segunda reaccion enzimatica llevada a cabo por la L-glutamato deshidrogenasa (L-GDH). La
enzima VpGIuR isomeriza el L-Glu a D-Glu. En la reaccion acoplada L-GDH convierte el sustrato
D-Glu al acido a-cetoglutarato y utiliza NAD* como cofactor para ser reducido a NADH; el cual
absorbe a una longitud de onda de 340 nm, lo que permiti6 seguir la actividad de la enzima de
interés. La figura 9 muestra la actividad enzimatica tanto de VpGIuR como de la enzima acoplada
L-GDH. Se realiz6 un ensayo de actividad enzimatica para L-DGH como control positivo de la
reaccién acoplada (figura 9-A); donde se observa que hay una diferencia de pendientes de 0.1933,
entre el ensayo de actividad con todos los reactantes excepto la enzima (L-GDH blanco) y la
muestra con enzima (L-GDH enzima) de 0.017 y 0.195 respectivamente. Con éstos valores, se
obtuvo una actividad especifica de 103.71 uM de producto (NADH) formado por mg de L-GDH
en un minuto, por lo que con este experimento se comprobd que la reaccion acoplada se desempefia

adecuadamente.
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A Actividad enzimatica de L-Glutamato deshidrogenasa (L-GDH)
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Figura 9. Actividad enziméatica de VpGIuR. Control positivo de la enzima acoplada L-GDH (A). El experimento
mostré que el sistema acoplado funciona apropiadamente ya que L-GDH mostré actividad bajo las mismas condiciones
que el ensayo para la enzima de interés. Ensayo de actividad enzimatica de VpGIuR acoplado a L-GDH (B). La enzima
VpGIuR present6 ausencia de actividad enzimética.
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En la figura 9-B se observa el valor de las pendientes de la reaccion sin enzima (VpGIuR blanco)
de 0.002 y el experimento con enzima (VpGIuR enzima) de 0.003. La diferencia de pendientes fue
-0.0017, lo que quiere decir bajo las condiciones experimentales desarrolladas, hubo ausencia de
actividad enzimatica de VpGIuR, La proteina obtenida que corresponde al tamafio esperado de la
enzima VpGIuR de 32 kDa no present0 actividad racémica bajo las condiciones experimentales del
presente estudio, por lo que es necesario analizar cuales pudieron ser las causas de dicho resultado.
El plegamiento de proteinas en la naturaleza, desde un enfoque termodinadmico, sucede en distintas
etapas o fases hasta llegar al estado energético méas favorable o de menor energia libre de Gibbs,
favoreciendo que la proteina se pliegue a su conformacion nativa en la cual es més estable
(Englander & Mayne, 2014). Existen dos formas de ver el plegamiento de proteinas, la clasica que
considera gue se presentan multiples pasos secuenciales o estados intermedios en los que se pliega
la proteina hasta alcanzar su conformacion nativa y por lo tanto de menor energia. El otro enfoque
es que hay multiples rutas desde el estado con mayor entropia hasta el de menor energia, en los
cuales se presentan diversos plegamientos proteinicos, los cuales ocurriran reversiblemente hasta
llegar al punto de transicion donde se formaran plegamientos intermedios que favoreceran el
plegamiento final de la proteina a su conformacién nativa y menor estado energético (Maity et al.,
2005; Englander & Mayne, 2014). Estas dos perspectivas se complementan, ya que en el enfoque
clasico pueden existir barreras energéticas (kinetic barriers) que propicien la formacion de
plegamientos intermedios solo en cierta parte de la poblacion de una proteina dada; lo que llevaria

a multiples rutas en el plegamiento de la misma hasta alcanzar su conformacién nativa.

Es asi como la investigacion del plegamiento y desnaturalizacion in vitro reversible de la
ribonucleasa bovina (Anfinsen, 1973), permitié conocer que ésta se plegaba una y otra vez en una
serie de pasos secuenciales como en el enfoque clasico. En contraste, la citocromo C mitocondrial
(Englander & Mayne, 2014) se pliega de una manera inusual, acorde al segundo enfoque
termodinamico. En una parte de la poblacion de la proteina se pliegan primero las secuencias
extremas del N y C terminal y por ultimo las secuencias que estan hacia el interior de la proteina
globular; sin embargo, otra parte de la poblacion se pliegan primero las secuencias de aminoacidos
que se encuentran hacia el interior y a lo ultimo las que se encuentran hacia el exterior (Ny C
terminal), lo cual favorece que existan distintos y diversos plegamientos intermedios inactivos o
no funcionales antes de alcanzar el estado energético méas favorable, permitiendo ambas maneras
que se alcance el plegamiento nativo de la proteina activo o funcional (Roder et al., 1988; Nawrocki
et al., 1999; Englander & Mayne, 2014).
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Los resultados del replegamiento y actividad enzimatica, asi como el estado oligomérico
determinado por filtracion en gel se puede contrastar con lo antes mencionado. La evidencia de los
experimentos constata que se logré obtener a la VpGIuR de manera soluble y pura como se discutid
anteriormente; sin embargo, la enzima no present6 actividad enzimatica como isomerasa. Esto
puede deberse a que la proteina durante el replegamiento in vitro se haya plegado y quedado en
una fase intermedia, por lo que no se plego correctamente en su conformacién nativa y funcional.
Por otra lado, diversas investigaciones en el replegamiento in vitro de proteinas han encontrado
que a pesar de tener en cuenta variables como la fuerza ionica, presencia de aditivos y proteinas
chaperonas que favorezcan el plegamiento nativo, acidez o alcalinizacion de la solucion (pH) y
punto isoeléctrico de la proteina de interés, entre otros, es posible que la proteina no se pliegue
correctamente y ésta se encuentre de manera soluble e inactiva (Bondos & Bicknell, 2003; Burgess,
2009; Tyedmers et al., 2010; Yuasa et al., 2014; Yamaguchi & Miyazaki, 2014); tal como se
obtuvo en el presente estudio de la VpGIuR. De esta forma, el resultado de la filtracién en gel en
donde se determina el estado oligomérico de la enzima, es posible que se deba a que la proteina de
interés probablemente no se plegara de manera nativa, sino en un plegamiento intermedio; por lo
que se se haya favorecido la interaccion de oligomeros de la misma. Es posible que dichos
oligbmeros den origen al resultado obtenido en la figura 5 como tetrdmero de VpGIuR y por
consiguiente afectar el proceso de cristalizacion, al no ser una solucion uniforme de la proteina con
una forma oligomérica definida. Hasta donde se conoce actualmente, éstas enzimas presentan una
estructura terciaria en forma de monoémero o cuaternaria en forma de dimeros, como se observa en

la figura 8, donde EcGIuR es monomérica y HpGIuR/BsGIuR son diméricas.

6.2. D-Glutamato:cloro — D-Glu:Cl

6.2.1. Estructura cristalografica de D-Glu:Cl

Se realizd la caracterizacién estructural del sustrato de la enzima VpGIuR, el D-glutamato y se
obtuvo su estructura cristalografica con un atomo de cloro, D-glutamato:cloro (D-Glu:Cl). La

figura 10 muestra la estructura cristalogréafica de D-Glu:Cl en representacion ORTEP (Farrugia,
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2012), donde la posicion de cada atomo del compuesto corresponde a las vibraciones termales
dibujadas en elipsoides, los cuales se representan como el 50 % de probabilidad de encontrar la

masa del &tomo en dicha posicion.

Figura 10. Representacion ORTEP de la unidad asimétrica de D-Glu-ClI. Los elipsoides fueron dibujados al 50% de
probabilidad.

En el cuadro 1 se muestran los datos cristalograficos de la estructura de D-Glu:Cl, el cual cristalizé
como un sistema cristalino ortorrombico y grupo espacial No. 19 (P212121), con un valor de Z igual
a 4 moléculas por celda unitaria, similar a lo estudiado en el isomero L-Glu (Fox-Uribe et al.,
2017). Sin embargo, la presencia de un dtomo de yodo (Delfino et al., 1978), clorhidrato o
bromohidrato (Kirfel & Wallrafen, 1985) en la estructura, generé un cambio en el volumen y
dimensiones de la celda unitaria, como sucedié en la presente investigacion con el atomo de cloro
(Fox-Uribe et al., 2019); propiciando que la cadena lateral del aminoacido se encontrara en una
posicion mas restringida.

Aunque se conoce previamente la estructura cristalografica de otros glutamatos, acorde a lo
depositado en la base de datos de Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) como
LGLUAC (Hirokawa, 1955), LGLUACO01 (Marcoin et al., 1999), LGLUACO02 (Hirayama et al.,
1980), LGLUACO3 (Lehmann & Nunes, 1980) y LGLUAC11 (Lehmann et al., 1972); en ninguno
de los anteriores se determino la configuracion absoluta de la estructura cristalografica que permita
la identificacion correcta entre las formas enantioméricas del aminoacido. Por lo que se prosiguio
a la determinacion de la configuracién absoluta de D-Glu:Cl.
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Cuadro 1. Datos cristalograficos experimentales de D-Glu:Cl (R) y D-Glu (S). D-Glu:Cl en configuracion (S) fue
analizada como si la estructura se presentara en el estereoisoémero L.

Datos cristalograficos de:
Formula empirica

Peso de la formula
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensiones de la celda
unitaria

Volumen
z
Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion
F(000)
Tamario del cristal

Rango de theta para colecta de
datos

Rango de indices

Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Completes a theta = 67.679°

Método de refinamiento
Datos / restricciones / parametros
Goodness-of-fit on F2
Indices finales de R [I>2sigma(l)]
Indices R (all data)
Estructura absoluta

Parametro de Flack (x)
Largest diff. peak and hole

D-Glu:Cl (R)
Cs Hg CI N O4
182.58 g/mol

300(2) K
1.54178 A
Orthorhombic
P21212;

a=5.1363(2) A
b =11.7497(4) A
c=13.2871(5) A

801.88(5) A®

4
1.512 mg/m®
4,033 mm*
380
0.250 x 0.100 x 0.025 mm?

5.025 to 74.420°.

-6<=h<=6, -14<=k<=14, -16<=I<=16

15237
1630 [R(int) = 0.0337]
99.80%
Full-matrix least-squares on F?
1630/0/114
1.068
R1 =0.0220, wR2 = 0.0592
R1 =0.0223, wR2 = 0.0594

Hooft y determined using 647
Bijvoet pairs (Hooft et al,
2008), Bijvoet pairs = 640,
coverage = 0.99, Bayesian
statistics:  student-T  (Nu =
99) (Hooft et al, 2010),
P2(true) = 1.000, P3(true) =
1.000, P3(rac-twin) = 0.0E+00,
P3(false) = 0.0E+00, G = 0.8848,
G (s.u.) =0.0129

0.055(4)
0.161 and -0.232 e. A3

D-Glu:CI (S)
Cs Hio CIN Oy
183.59 g/mol
300(2) K
1.54178 A
Orthorhombic
P21212;

a=5.1363(2) A
b=11.7497(4) A
c=13.2871(5) A

801.88(5) A3

4
1.521 mg/m®
4,033 mm*
384
0.250 x 0.100 x 0.025 mm?

5.025 to 74.420°.

-6<=h<=6, -14<=k<=14, -
16<=I<=16

15237
1630 [R(int) = 0.0337]
99.80%
Full-matrix least-squares on F?
1630/0/114
1.09
R1 =0.0450, wR2 =0.1169
R1 =0.0454, wR2 =0.1172

Hooft y determined using 647
Bijvoet pairs (Hooft et al,
2008), Bijvoet pairs = 640,
coverage = 0.99, Bayesian
statistics:  student-T  (Nu =
51) (Hooft et al., 2010),
P2(true) = nla, P3(true) =
0.0E+00, P3(rac-twin) = 0.0E+00,
P3(false) = 0.2E-24, G = -0.8912, G
(s.u.)=0.0128

0.944(4)
0.182 and -0.256 e. A
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6.2.1.1. Orientacion y configuracion absoluta tedrica de la estructura cristalografica D-Glu:Cl. Una
vez obtenida la estructura cristalogréafica, se le asigno la configuracion absoluta a D-Glu:Cl de
acuerdo a las reglas propuestas por Cahn et al. (1956) para compuestos quirales (figura 11). Asi
pues, para conocer la orientacion de la molécula y determinar su configuracion absoluta de manera
teorica, se asignd un numero de menor a mayor prioridad, donde el grupo funcional que posee un
peso (masa) mayor, recibié un nimero mayor o prioridad alta y al de menor peso se le asigné un
nmero menor o prioridad baja. Es asi como en el D-Glu:Cl, el grupo amino (NHs) posee una masa
menor (17) comparado contra el grupo carboxilo (COOH) con una masa mayor (45), por lo que la
asignacion del sentido de la molécula sera en base a como se encuentra ésta orientada segun las
manecillas del reloj, empezando del grupo funcional de menor peso molecular al mayor. De este
modo, se le asigno la configuracion absoluta a D-Glu:Cl como una molécula R o rectus, siendo su

nombre correcto D-Glu:CI(R).

D-Glu:Cl (R)

Figura 11. Configuracién absoluta de D-Glu:Cl. Acorde a las reglas de Cahn-Ingold y Prelog (1996).

Los estudios de compuestos organicos quirales han mostrado que es posible identificar los
estereoisomeros de las moléculas quirales y asignar inequivocamente su configuracion absoluta de
manera experimental. Esto se ha realizado mediante experimentos cristalograficos y de difraccion
de rayos X a baja temperatura (-100 K), en las cuales se han empleado diversas fuentes de radiacion,
tales como Cu-Ka, Co-Ka 0 Mo-Ka (Kivikoski et al., 1993; Fun et al., 2011, 2010; Strakova et al.,
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2011; Mondal et al., 2013; Masi et al., 2016; Liu et al., 2018). Sin embargo, recientemente se
comenzo a llevar a cabo éste tipo de estudios a temperatura ambiente, donde se utilizé el Mo-Ka
como fuente de radiacion para determinar la configuracion absoluta (Bredikhin et al., 2017; Zhou
etal., 2018). A diferencia de las investigaciones antes mencionadas, cabe resaltar que en el presente
estudio se utilizé radiacion por Cu-Ka y temperatura ambiente (25 °C) durante los experimentos
de difraccion de rayos X; por lo que se demostré que es posible determinar y asignar
experimentalmente la configuracion absoluta de compuestos quirales como el D-Glu:Cl bajo dichas

condiciones,.

6.2.2. Asignacion experimental de la configuracion absoluta de D-Glu:Cl en base a su

estructura cristalografica.

Previo al andlisis de la configuracion absoluta de D-Glu:Cl, se realiz6 el refinamiento de la
estructura mediante el método de minimos cuadrados como se muestra en cuadro 1. Se observo
que el ajuste (Goodness-on-fit on F?) fue de 1.068, un valor cercano a 1. Lo anterior indica que el
modelo estadistico es cercano a los datos observados, confirmandolo como buen modelo de
estimacion para los analisis estadisticos experimentalmente de difraccion de rayos X, para
determinar correctamente la configuracion absoluta del glutamato. El cuadro 1 muestra también un
analisis (refinamiento) de la estructura como si éste fuese el isomero D-Glu:CI(S), ya que este
fungié como control negativo para la asignacion de la configuracion absoluta. Es asi como se
advierte que el valor del ajuste del modelo para D-Glu:ClI (S) fue de 1.090, lo cual quiere decir que
el modelo estadistico esta acorde con los datos experimentales y no es posible diferenciar entre D-
Glu:CI(R) o D-Glu:CI(S).

Al comparar los parametros de calidad en el refinamiento de la estructura, se obtuvieron valores
contrastantes de R’s (Spek, 2009), donde para D-Glu:CI(R) se obtuvieron valores finales de R1 =
0.0223 y wR2 = 0.0594, es decir, existe una correspondencia entre los datos obtenidos y los datos
trabajados. Por otro lado, al comparar estos parametros en el refinamiento de D-Glu:CI(S), se
obtuvieron valores de R1 = 0.0454 y wR2 = 0.1172, lo que significa que el refinamiento no es

bueno y por lo tanto la estructura determinada no es la correcta. De esta manera, se corroboraron
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los valores de 26, los cuales se encontraron de 10.01 a 74.42, lo que permitié que existiese una
dispersion adecuada de los rayos X (Hooft et al., 2008) en el experimento de difraccion y posibilito
obtener buenos valores de dispersion para determinar la estructura y configuracion absoluta de la
molécula. Lo anterior fue indispensable para el experimento de difraccion y la obtencion de datos
de muy buena calidad en el patron de difraccion y calcular la diferencia de intensidades para el

analisis estadistico de los pares Bijvoet.

En el refinamiento de la estructura del D-Glu:Cl se obtuvieron los siguientes valores en los
parametros que asignan la configuracion absoluta, Flack (x), Parsons (Z), Hooft (y) y Hooft (G),
tanto para D-Glu:CI(R) como D-Glu:CI(S) (Flack, 1983; Spek, 2003; Parsons et al., 2013; Hooft
et al., 2008; Murakami et al., 2010). Los valores obtenidos para D-Glu:CI(R) fueron de x =
0.055(4), Z = 0.057(6), y = 0.058(6) como se observa en el cuadro 2. Lo anterior indica que existe
una concordancia entre los parametros, ya que todos muestran un valor cercano a 0 y un valor bajo
de incertidumbres estandar estimadas (esd). Esto quiere decir que la estructura y su configuracion
absoluta asignada es la correcta. Por el contrario, al refinar la estructura como si en realidad fuera
el estereoisomero D-Glu:CI(S), se obtuvieron valores contrastantes en los pardmetros de
configuracién absoluta, x = 0.944(4), Z = 0.944(6), y = 0.946(6), los cuales también presentan
concordancia entre ellos. La obtencion de valores cercanos a 1 indican que la configuracién
absoluta asignada es incorrecta o que en realidad la estructura es el isémero, confirmando que en

realidad la configuracion absoluta correcta del glutamato es D-Glu:CI(R).

Cuadro 2. Valores de los parametros de configuracion absoluta para D-Glu:Cl (R) y D-Glu (S).

D-Glu:Cl (R) 0.055 (4) 0.057 (6) 0.058 (6) 0.8848 (0.0129)

D-Glu:Cl (S) 0.944 (4) 0.944 (6) 0.946 (6) -0.8912 (0.0128)

Al comparar el parametro de configuracion absoluta de Hooft (G), el cual esta basado en los datos
observados (intensidades) Unicamente, se corroboran los resultados obtenidos en los otros
parametros tanto para D-Glu:CI(R) como D-Glu:CI(S). De esta manera, cuando se refind la

estructura como D-Glu:CI(R) se obtuvo un valor de G = 0.8848(0.0129) y al refinarla como el
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isémero D-Glu:CI(S) este fue de G =-0.8912(0.0128). En G los valores van de -1 a 1 en lugar de
0 a 1 como en los otros tres parametros, considerando que cuando el valor es cercano a 1 significa
gue la configuracion absoluta es la correcta, mientras que si el parametro es cercano a -1, la
configuracion absoluta es incorrecta o en su defecto la estructura es el estereoisomero, tal como se
aprecia en los parametros antes discutidos. De esta manera, el parametro G confirmo lo obtenido
mediante los parametros de Flack (x), Parsons (Z) y Hooft (y) y la configuracién absoluta asignada

es la correcta, como D-Glu:CI(R).

En el andlisis de los pares de Bijvoet, los cuales son utilizados para calcular la diferencia de
intensidades en la estructura, se obtuvieron 604 pares para el refinamiento de D-Glu:CI(R) con una
cobertura del 99%. Del total de pares de Bijvoet, 574 pares (puntos negros) fueron asignados
correctamente y 30 sin asignar (puntos rojos) como se observa en la figura 12 parte superior; lo
anterior indica que la estructura si es D-Glu:CI(R). Por el contrario, al refinar el glutamato:cloro
como el isémero D-Glu:CI(S) con la asignacion de la configuracion absoluta errénea o invertida,
se obtuvo que solamente 27 pares (negros) fueron asignados correctamente, mientras que el resto,
570 pares (rojo) fueron asignados incorrectamente o de manera invertida (estructura absoluta
invertida). Este resultado estd acorde con lo obtenido en los pardmetros de la configuracion
absoluta descritos anteriormente, lo que en conjunto indica que la configuracion absoluta correcta
es (R).

Como comprobacion de los resultados anteriores, se llevo a cabo un analisis estadistico bayesiano,
como se muestra en la parte derecha de cada imagen en la figura 12. Para ello se realiz6 la prueba
de probabilidad para hipétesis de dos (P2 — correcto, P2 — incorrecto) y tres vias (P3 — correcto, P3
— gemelo racémico, P3 — incorrecto) (Hooft et al., 2008) para el refinamiento y asignacion de la
configuracion absoluta del compuesto D-Glu:Cl. De esta manera, se llevo a cabo el analisis
estadistico asumiendo que la estructura presenta una configuracion absoluta como “R”, donde se
obtuvieron los siguientes resultados: P2 (true) = 1.000 y P3 (true) = 1.000, los cuales indican que
la asignacion dada a la estructura es la correcta; asi como valores de P3 (rac-twin) = 0.0E+00 y P3
(false) = 0.0E+00, lo que indica que no hay otras alternativas para la asignacion de la configuracion

absoluta.
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Figura 12. Pares de Bijvoet y anélisis estadistico de D-Glu:Cl (R) (arriba) y D-Glu:ClI (S) (abajo).

Los resultados del refinamiento de D-Glu:Cl con el mismo juego de datos, pero con la diferencia
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de asumir que la estructura presenta una configuracion absoluta como “S” (figura 12 imagen
inferior), arrojaron valores que comprueban que la estructura correcta es D-Glu:CI “R”. Es asi
como las pruebas de hipdtesis de dos y tres vias resultaron contrarias a los resultados obtenidos
anteriormente: P2 (true) = n/a, P3 (true) = 0.0E+00, P3 (rac-twin) = 0.0E+00 y P3 (false) = 1.000.
Los resultados anteriores indican entonces que la asignacién de la configuracion absoluta de D-
Glu:Cl como “S” es incorrecta, corroborando que la configuracion absoluta asignada es D-
Glu:CI(R), tal como se observo en los pardmetros experimentales del cuadro 2. Por altimo, la
prueba T de student para cada refinamiento de D-Glu:Cl como “R” o “S”, ratificé los resultados
obtenidos. La prueba T de student explica el 99 % de los datos cuando se asigna la configuracion
absoluta como “R” (hipotesis nula), denotando que ésta asignacion es la correcta; por el contrario,
dicha prueba estadistica sélo alcanzo a explicar el 51 % de los datos (imagen no mostrada) cuando
se asigna la configuraciéon absoluta como “S”. Es asi como esta prueba corrobora y valida los
resultados tanto de la estadistica bayesiana como los parametros experimentales. Por todo lo
anterior fue posible asignar de manera certera e inequivoca la configuracion absoluta del

compuesto en estudio como D-Glu:CI(R), tal como se observa en la parte derecha de la figura 13.

a a

Figura 13. Configuracion absoluta de D-Glu:Cl (R) obtenido por difraccién de rayos X. Configuracion absoluta como
(S) y erronea (izquierda), configuracion absoluta como (R) y correctamente determinada (derecha).

64



A la fecha son pocas las investigaciones donde se ha obtenido la estructura cristalografica y
asignacion de la configuracion absoluta de compuestos quirales a través de experimentos de
difraccion de rayos X a temperatura ambiente utilizando Cu-Ka como fuente de radiacién (Fan et
al., 2017; Jiang et al., 2018; Galal et al., 2018), como en la presente investigacion; esto es de suma
importancia, ya que el dilucidar y conocer la estructura y configuracion absoluta de un compuesto
quiral como D-Glu:CI(R) permite disefiar de una manera exacta inhibidores especificos o analogos
de dichos compuestos quirales. Por otra parte, el conocer la estructura de una proteina para la cual
se busca disefiar un inhibidor especifico, como VpGIuR, permitird esclarecer y determinar con
exactitud los residuos involucrados en contacto con el sustrato, analogo o inhibidor; asi como
esclarecer las interacciones con dichos compuestos. De esta manera es posible identificar
correctamente los compuestos quirales, sean sustratos o inhibidores, entre otros (Flack &
Bernardinelli, 2008; Ortega et al., 2017).

En investigaciones anteriores se han estudiado y disefiado inhibidores especificos para racemasas
y se ha corroborado si el inhibidor pertenece al esterecisomero levogiro (L) o dextrogiro (D)
(Glavas & Tanner, 1997; Lundqvist et al., 2007; Whalen et al., 2010). Sin embargo, actualmente
mediante la cristalografia y difraccion de rayos X, como lo realizado en el presente estudio, es
posible conocer si el compuesto es D o L y asignar su configuracion absoluta como R o S, sin
necesidad de someterlo a un ensayo enzimatico previo. En este contexto, las recomendaciones para
los siguientes experimentos consisten en obtener la estructura cristalogréafica de VpGIuR en forma
apo y holo (VpGIuR + D-Glu), de tal manera que se permita conocer los residuos participantes en
la interaccion con el sustrato con el objetivo de disefiar un inhibidor especifico a mediano o largo
plazo para VpGIuR que permita detener al agente patdgeno como V. parahaemolyticus en su

proceso infeccioso en el camarén blanco.
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6.3. Glutarredoxina 2 — VpGrx2

6.3.1. Expresion heterdloga de VpGrx2

La proteina VpGrx2 (27 kDa) recombinante se expresd de manera soluble mostrando una banda
del tamafio esperado sobreexpresada a las 4 h después de la induccion de la misma (Zaffagnini et
al., 2008), como lo muestra la figura 14 — carril 2. Por ello se eligi6 este tiempo como limite para
el experimento in vitro de sobreexpresion heteréloga de la proteina de interés, ya que posterior a
las 4 horas, se observa una banda del tamafio esperado de menor intensidad a las 24 h (carril 4),
indicando que existe una menor cantidad de proteina expresada.

MPM 1 2 3 4

45 kDa~>

31 kDa>
VpGrx2

21.5 kDa~>

Figura 14. Cinética de sobreexpresion de VpGrx2. Marcador de peso molecular Broad Range (MPM), tiempos de
expresion de manera soluble 0, 4, 6 y 24 h (carriles 1-4). VpGrx2 se sobreexpresé mayoritariamente de manera soluble
alas4h.
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6.3.2. Purificacion de VpGrx2 por cromatografia de afinidad y exclusiéon molecular.

La purificacion de la proteina se realiz6 en dos pasos cromatograficos consecutivos. Primero se
realizd una purificacion de la proteina sobreexpresada mediante cromatografia de afinidad (IMAC)
y posteriormente por filtracion en gel o exclusion molecular; ésta ultima permitié purificar a

VpGrx2 y determinar el estado oligomérico de la proteina.

6.3.2.1. Purificacion de VpGrx2 por IMAC. La figura 15-A muestra el cromatograma de la primera
etapa de purificacion de VpGrx2 por IMAC, en esta imagen se observan dos picos durante la

elucién, asumiéndose que en uno de ellos eluyd la proteina del tamafio esperado.

VpGrx2
A B

7 8 9 10 11 12 13 14

Purificacion de VpGrx2 por IMAC
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Fracciones de la cromatografia

Figura 15. Purificacion de VpGrx2 por IMAC. Cromatograma (A), fracciones 1-11: no unido (UN), 14-22: uniones
inespecificas (UNE), 26-29 (34-40 % B): proteina del tamafio aproximado (27 kDa) VpGrx2. Electroforesis en gel
(SDS-PAGE 12 %) de las fracciones cromatogréaficas (B), MPM Broad Range, muestra inyectada (carril 1), proteina
no unida (carriles 2-5), uniones inespecificas (carriles 6-10), fracciones de VpGrx2 eluida entre 30-40% B (175-200
mM imidazol) (carriles 11-14) mayormente pura.

Lo anterior se confirmo al analizar las fracciones de la cromatografia por electroforesis en gel en
condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE), como se observa en la figura 15-B. Se
observo que la banda del tamario esperado eluy6 a una concentracion de 175 — 200 mM de imidazol
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(30 — 40 % B), correspondiente al segundo pico de la cromatografia y no pertenece a la poblacion
de proteinas unidas de manera inespecifica, como lo muestra la figura 15-A en el primer pico
durante la elucién. Sin embargo, la proteina del tamafio esperado no se encontré totalmente pura,
ya que se presentaron otras bandas o proteinas contaminantes en las fracciones de interés. Por lo

tanto, se juntaron las fracciones y se realizo a una segunda cromatografia.

6.3.2.2. Purificacion de VpGrx2 por filtracion en gel y determinacion de su estructura cuaternaria.
En esta cromatografia, la proteina con el tamafio esperado de VpGrx2 (27 kDa) se purifico

completamente y se determin0 su estado oligomeérico.

A Filtracidn en gel (SEC) de VpGRX2

@ 7508 Curva estandar de VpGrx2

45 kDa>
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Figura 16. Purificacion de VpGrx2por SEC. Cromatograma (A): proteina pura eluida a 12.5 ml de retencion en las
fracciones 6-9. Electroforesis en gel (SDS-PAGE 12 %) de las fracciones cromatogréficas (B): MPM Broad Range,
fracciones de la proteina pura del tamafio aproximado a (27 kDa) VpGrx2 (carriles 6-9), fracciones con proteina de no
interés (carriles 1-5). Curva estandar de VpGrx2 (C): valor representativo (punto rojo) de la estructura terciaria de
VpGrx2 (27 kDa=monomero).

En la figura 16-A se observa el cromatograma por filtracion en gel de VpGrx2, donde se presento
un pico mayoritario rodeado por otros dos de menor tamafio. Al analizar las fracciones por

electroforesis en gel se logré una separacion efectiva de la proteina de interés con respecto a
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proteinas contaminantes. Asi, la figura 16-B correspondiente a la electroforesis de las fracciones
de la cromatografia, muestra la separacion de las proteinas contaminantes en los carriles 1 — 5,
mientras que la proteina de interés purificada se encontro exclusivamente en las fracciones del pico

mayoritario.

Por otro lado, se construyd la curva estandar de filtracion en gel para VpGrx2 y se observo que la
proteina de interés eluy6 en un volumen de 12.5 mL, correspondiente a un coeficiente de
distribucion (Kav) de 0.287 (Valenzuela-Chavira et al., 2017; Kasaai, 2018). A partir de estos
valores se obtuvo un peso molecular aproximado de 27 kDa, correspondiente al monémero de
VpGrx2.

6.3.3. Modelo 3D in silico de VpGrx2

En conjunto con los experimentos in vitro de sobreexpresion y purificacion de VpGrx2, se obtuvo
por medio de Phyre2 un modelo in silico 3D estructural de la proteina, como se muestra en la figura
17. En dicho modelo se observa una estructura atipica de Grx, debido a que la secuencia y tamafio
de la proteina exhibe una estructura terciaria formada por dos dominios. El primero se encuentra
conformado por un plegamiento entre Grx y TRX (plegamiento tipo TRX — cuatro laminas 3 —
color amarillo rodeadas por tres hélices o — color rojo); mientras que el segundo dominio
corresponde a un plegamiento tipo GST (cinco hélices a — color rojo), confiriéndole un tamafio
aproximado a la proteina de 27 kDa. Este es un tamafio atipico para las Grxs, las cuales presentan
un tamafio aproximado de 9 — 15 kDa formadas por un plegamiento tipo TRX (Holmgren et al.,
2005; Lillig et al., 2008). La figura 17 muestra los residuos cataliticos C9 y S12 presentes en el
motivo conservado del sitio activo, asi como el alineamiento del sustrato glutation (GSH) en el

modelo.
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Motivo conservado
CPFS

Figura 17. Modelo 3D estructural de VpGrx2 obtenido mediante Phyre2. Es posible observar a la C9 catalitica para
la funcion antioxidante o tipo GRX, asi como a la S12, envuelta posiblemente en la funcién alterna (bifuncional)
detoxificante o tipo GST. Resaltado en color azul claro (aqua) una molécula de glutation, la cual se acomoda en el
espacio tridimensional de la cavidad (sitio activo) de VpGrx2.

El alineamiento de VpGrx2 con otras glutarredoxinas (figura 18), muestra que la cisteina del N-
terminal es estrictamente conservada, independientemente si la proteina presenta una (monotiol) o
dos (ditiol) cisteinas en el sitio activo, siendo ésta esencial para llevar a cabo la funcién redox
(Herrero & Torre-Ruiz, 2007; Lillig et al., 2008; Li & Outten, 2012). El sitio activo probable,
presenta una secuencia con una Unica cisteina (CPPS) como se muestra en la figura 18, sin
embargo, esto no concuerda con la secuencia candnica para Grxs mono o ditiolicas. EI motivo
canonico para las Grxs monotiolicas se compone de CGPS, de igual forma con una Unica cisteina
presente en el N-terminal, mientras que las Grxs ditiélicas presentan una secuencia CPTC, lo que
les confiere una mayor flexibilidad en el sitio activo (Lillig et al., 2008; Berndt et al., 2008).
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ScGRX6_3LAN SK----- GMKEL - LENEYQ- - - FIPNYYITELD-KH- - -GHGEELQEYIKLVT 66
FtGrx1_3MSZ TR===-= /WAKQW-FEENNT - - -AFDETIIDDYAQRS - - - KFYDEMNQSGKVIF 57
AoGrx_oxid_4TRO TK----- KAVSL -LSSKGV- - -DFKEVDVTHDS - - - - - - KAFEDVMA- - - -KT 48
S_PCC6803_4MIC Th----- RALAL -LKRKGV - - -EFQEYCIDGDN- - - - - - EAREAMAA - - -RAN 63
BmGrx_2KHP i - PGCPYCARAKAL - LARKGA - - -EFNEIDASATP--- - - - ELRAEMQE----RS 52
BmGrx_2MZC TR === PACPYCARAKAL - LARKGA- - - EFNEIDASATP--- - - - ELRAEMQE----RS 52

Figura 18. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de VpGrx2 frente a otras glutarredoxinas. Todas las Grxs sean
monatidlicas (CXXS) o ditidlicas (CXXC) poseen un sitio activo (motivo) conservado. La Cys del N-terminal se
encuentra presente en todas las Grxs. Donde se presenta una mayor divergencia es en el motivo monotiélico, como lo
es VpGrx2.

Una vez que se obtuvo la proteina pura y se determin0 su estado oligomérico, asi como el modelo
3D de la misma, se prosiguié a realizar los experimentos de actividad especifica. La VpGrx2
presenta una secuencia y estructura teorica atipica, como se describi6é anteriormente, la cual es
similar a otra glutarredoxina 2 de E. coli (EcGrx2), con la que guarda un 51 % de identidad en su
secuencia aminoacidica. Esta Gltima, presenta una estructura y tamafio atipicos al igual que
VpGrx2; ya que presenta un tamafio aproximado de 25.3 kDa, asi como los dos dominios
estructurales, uno tipo Grx y otro tipo GST. La EcGrx2 es una proteina bifuncional, ya que presenta
actividad enzimatica como transferasa o tipo GST ademas de su funcion antioxidante (Ye et al.,
2014). Es por ello que se evaluo la posible actividad alterna (bifuncional) (Moore, 2004; Huberts
& van der Klei, 2010; Jeffery, 2014) de VpGrx2. De este modo se realiz6 un experimento de
actividad especifica tipo redox para Grxs (Holmgren & Aslund, 1995), asi como otro ensayo de
actividad especifica tipo transferasa para GSTs (Habig et al., 1974).
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6.3.4. Actividad enzimatica de VpGrx2

6.3.4.1. Actividad tipo GRX de VpGrx2. En el cuadro 3 se muestra la actividad especifica tipo
redox de VpGrx2 en comparacién con otras Grxs. Lo primero que llama la atencién es que el valor
de actividad tipo redox de VpGrx2 es muy bajo en comparacion con otras Grxs. Aungue hay otras
Grxs con baja actividad tipo redox, como las Grxs 1 de glébulos rojos o hepatocitos en el ser

humano, éstas no son glutarredoxinas con una estructura atipica como lo son VpGrx2 y EcGrx2.

Cuadro 3. Actividad tipo GRX de VpGrx2 comparado con otras glutarredoxinas.
Actividad especifica tipo GRX

Organismo Proteina UA/mg Referencia
V. Parahaemolyticus VpGrx2 0.002 Presente investigacion
H. sapiens — Glébulos rojos Grxl 0.005 Mieyal et al. 1991
H. sapiens — Hepatocitos Grx1 0.075 Che-Jung et al., 1996
C. aegagrus — Timo Grx 1.1 Luthman y Holmgren,
1982
H. sapiens — Mitocondrial Grx2 25 Cian y Atkins,, 2015
H. sapiens — Mitocondrial Grx2 29 Gallogly et al., 2008
H. sapiens — Citosolica Grx1 220 Cian y Atkins,, 2015
E. coli Grx2 220 Holmgren et al., 1995

Por otra parte, VpGrx2 manifesto una actividad mucho menor que EcGrx2 de hasta dos 6rdenes de
magnitud por abajo de ésta ultima. Sin embargo, estos resultados son contrastantes cuando se
observa la actividad enziméatica como transferasa tipo GST de VpGrx2, tal como se observa en el

cuadro 4.
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6.3.4.2. Actividad tipo GST (hibrida) de VpGrx2. La actividad tipo GST de VpGrx2 como se
muestra en el cuadro 4 es contrastante con los resultados de actividad tipo GRX en el cuadro 3, ya
que la actividad enzimatica como transferasa se asemeja mas a las actividades de otras GSTs.

Ambos resultados sugieren que VpGrx2 es mas activa como enzima que como proteina redox.

Cuadro 4. Actividad enzimética tipo GST de VpGrx2 comparado con otras GSTs.
Actividad especifica tipo GST

Organismo Proteina UA/mg Referencia
A. fumigatus GST 0.025 Burns et al., 2005
E. coli GST 0.52 Arca et al., 1990
R. rattus — Higado GST 4.3 Habig et al., 1974
V. parahaemolyticus VpGrx2 4.6 Presente investigacion
V. parahaemolyticus GST 5.6 Valenzuelaz-éjlr;avira etal,
H. Sapiens — Gliomas GST-n 50 Ali-Osman et al., 2008
L. vannamei GST-n 440 Contreras-Vergara et al., 2007

En este estudio se sugiere que los resultados atipicos son debido las caracteristicas Unicas de la
VpGrx2, incluyendo el motivo del sitio activo conservado (CxxS) (figura 17), distinto a otras Grxs
(figura 18), lo que le permite llevar a cabo ambas funciones, tanto redox como catalitica
(transferasa). La cisteina es necesaria para la funcién redox (Gallogly et al., 2009; Ye et al., 2014),
mientras que la serina es necesaria para la actividad catalitica tipo GST (Contreras-Vergara et al.,
2004; Kalinina et al., 2014; Valenzuela-Chavira et al., 2017). Los resultados obtenidos muestran
que la VpGrx2 es una proteina bifuncional, ya que presenta actividad tanto antioxidante como
transferasa, similar a lo que ocurre con la glutarredoxina 2 de E. coli (Ashiuchi et al., 2002).

Es asi como esta primera aproximacion en la caracterizacion de VpGrx2 facilitard los estudios
bioquimicos y biofisicos posteriores de la proteina, lo cual contribuird a comprender de mejor
manera los mecanismos de defensa de V. parahaemolyticus. De esta manera, sera posible en un
futuro a mediano y largo plazo, disefiar fa&rmacos o inhibidores especificos que permitan

contrarrestar el crecimiento y desarrollo de dicho organismo.
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7. CONCLUSIONES

La enzima VpGIuR se sobreexpres6 de manera insoluble en cuerpos de inclusion y se
replegd de manera in vitro, sin embargo, ésta no presentd actividad. EI modelo 3D estructural
permiti6 obtener una mejor comprension de la estructura, asi como los residuos cataliticos del sitio
activo. También fue posible caracterizar estructuralmente al sustrato de VpGIuR o glutamato
mediante cristalografia y difraccion de rayos X, el cual cristalizé con un atomo de cloro en la
estructura (D-Glu:Cl), lo que gener6 un ligero cambio en la posicion del rotamero del aminoécido.
De esta forma se logré identificar y asignar de manera correcta e inequivoca la configuracion
absoluta del compuesto como D-Glu(R), lo cual es esencial para el disefio y desarrollo de

inhibidores o analogos del sustrato a mediano y largo plazo.

En la misma perspectiva, se estudio y caracterizé de manera in vitro a la proteina VpGrx2, la cual
se obtuvo de manera soluble y activa, ésta fue purificada y determinado su estado oligomérico
como monomero. La caracterizacion bioquimica de VpGrx2 permitié establecer que es una
proteina bifuncional, la cual presenté una mayor actividad enzimatica tipo GST (transferasa) que
tipo GRX (redox). Esta dualidad de funciones en VpGrx2 favorece la adaptacion de la bacteria ante

las condiciones de estrés oxidativo, asi como para la excrecién de desechos celulares.

Con el enfoque de la busqueda de moléculas que puedan ser inhibidoras de proteinas blanco, como
la VpGIuR o VpGrx2, los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que: la molécula
mas prometedora para tal fin es el D-Glu:CI(R), el cual es factible cristalizar, difractar y determinar
su configuracion absoluta; para posteriormente estudiar los posibles cambios o modificaciones
sobre lamolécula, de tal forma que permitan que ésta cumpla la funcién como un inhibidor analogo.
Con respecto a las proteinas, la VpGrx2 es una proteina redox con mayor factibilidad para llevar a
cabo su caracterizacion estructural, ya que ésta es una proteina soluble y activa lo facilita los
andlisis in vitro. Para realizar estos mismos estudios en la VpGIuR es necesario invertir una mayor
cantidad de recursos ya que ésta proteina se sobreexpresé de manera insoluble, lo que demora su

caracterizacion.

En conjunto, la investigacion sobre VpGIuR, D-Glu:CI(R) y VpGrx2, permitird entender y
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comprender de mejor manera los mecanismos de defensa de V. parahaemolyticus. Con lo que se
busca a futuro poder contrarrestar sus efectos negativos cuando se presenta una infeccién o en su
defecto, prevenir con anticipacion problemas de salud y/o comerciales en la acuicultura del

camaron.

75



8. RECOMENDACIONES

Como resultado del presente estudio, se recomienda continuar con el estudio de VpGIuR,
Ilevando a cabo experimentos que permitan la correcta identificacion de la proteina de interés. Uno
de los experimentos que permitirian confirmar la identidad de VpGIuR, ya que ésta no presento
actividad bajo las condiciones experimentales en el presente estudio, es el analisis de secuenciacién
mediante espectrometria de masas a partir de la proteina purificada, con la cual se obtendria la
identificacion certera de la enzima. Otro experimento viable para constatar que la proteina
purificada es en verdad VpGIuR, es a través de un western-blot con anticuerpos especificos para la
enzima de interés. Estos dos experimentos demostrarian que la proteina en estudio es
verdaderamente VpGIuR. Por otra parte, para corroborar el estado oligomérico la enzima, seria
recomendable realizar un experimento de electroforesis en gel de poliacrilamida nativo (PAGE),
por lo que se confirmaria si la enzima VpGIuR presenta una estructura monomerica o dimérica.
Posterior a dichos analisis, se recomienda continuar con la caracterizacion biofisica y bioquimica
de la enzima por medio de la cristalizacion y difraccion de rayos X, asi como realizar los ensayos

de cinética enzimatica.

Con respecto al compuesto D-Glu:CI(R) se recomienda continuar con la co-cristalizacion del
sustrato junto con VpGIuR para dilucidar los residuos especificos de la enzima que entran en
contacto con el D-Glu, asi como conocer las interacciones quimicas entre ambas moléculas. Esto
permitird continuar en la busqueda y disefio de inhibidores especificos o analogos para VpGIuR,

asi como una mejor comprension del mecanismo catalitico de la enzima.

Finalmente, para continuar con el analisis de la proteina redox VpGrx2, se sugiere su
caracterizacion estructural experimental mediante la cristalizacion y difraccion de rayos X de
VpGrx2. Lo anterior tanto en forma apo como holo (VpGrx2+GSH) para esclarecer los residuos
especificos que intervienen en la interaccion entre la proteina y el sustrato, asi como los encargados
de la catalisis. Con respecto a esto ultimo, se recomienda llevar a cabo experimentos de mutacion
dirigida (Rouhier et al., 2002; Packer & Liu, 2015; Valenzuela-Chavira et al., 2017), para conocer
con exactitud los residuos cataliticos. Si al hacer esto se cambia un residuo esencial para la funcién,

por ejemplo C9A, es posible que pierda la funcién redox completamente; de manera similar si se
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muta S12A, provocando que la proteina sea inactiva. Estos resultados junto con los de cristalografia
confirmarian de manera complementaria como esta funcionando VpGrx2 y con qué residuos
especificamente. Por otra parte, resultaria muy interesante el conocer si existe un traslape de
funciones entre las GSTs y Grxs de V. parahaemolyticus, como se ha visto en S. cerevisiae
(Collinson & Grant, 2003; Garcera et al., 2006). Para ello se necesitaria contar con cepas mutantes
de V. parahaemolyticus de cada uno de los genes para las distintas Grxs y GSTs presentes en el
genoma (Gomez-Jimenez et al., 2014). Para posteriormente retar a las cepas deletadas contra
diversos factores de estrés como choque térmico, oxidativo o xenobi6ticos (CDNB) (Kalinina et
al., 2014).
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10. APENDICES

10.1. Apéndice A — VpGIuR: Preparacion de soluciones y medios

Medio SOC:

Medio utilizado durante el protocolo de transformacion de VpGIluR-ADNp en E. coli. Para preparar
de 20 ml se necesita: 0.4 g Triptona, 0.1 g Extracto de levadura, 0.072 g Glucosa, 0.00372 g de
KCI, 0.01 g NaCl, 0.0192 g MgClz. Se esteriliza una vez preparado el medio de cultivo durante 15
min a 121° Cy 15 Ib de presion.

Agar LB:

Medio solido utilizado para la seleccion de bacterias E. coli transformadas con el plasmido de
interés de VpGIuR. Para 100 ml de medio se necesita: 0.1 g Triptona, 0.5 g Extracto de levadura,
0.1 g NaCl, 2% agar. Se esteriliza el medio una vez preparado y se vacia en placa para su
solidificacion.

Medio LB:

Medio utilizado tanto para el crecimiento bacteriano como durante la sobreexpresion de VpGIuR.
Para preparar 1 L de cultivo se necesita: 10 g Triptona, 5 g Extracto de levadura, 10 g NaCl. Se
esteriliza el medio una vez preparado.

Solucion Salina:

Solucién utilizada para lavado de biomasa proveniente de la sobreexpresion de la proteina. Su
preparacion consiste en: 0.9 g de NaCl disueltos en 100 ml de agua ultra-pura (Milli-Q®). Dicha
solucidn se esteriliza una vez preparada.

Solucion de Lisis:

Solucion utilizada en la lisis bacteriana durante la sonicacion. Consiste en: 50 mM Tris-HCI,
0.5mM Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 5 mM Benzamidina, 1 mM Ditiotreitol (DTT), pH
8.0. Esta solucion se prepara al momento de su uso. EI DTT se agrega en fresco justo al momento
de la lisis.

Solucion de Lavado 1:

Solucion utilizada durante la preparacion/extraccion de los cuerpos de inclusion de VpGIuR.
Consiste en: 50 mM Tris-HCI, 5mM DTT, 2% Triton X-100, 5 mM Acido
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etilendiaminotetraacético (EDTA), pH 8.0. Se prepara un volumen de 20 ml para usos posteriores.
ElI DTT se agrega en fresco al momento de su uso.

Solucién de Lavado 2:

Solucién utilizada durante la preparacién/extraccion de los cuerpos de inclusion de VpGIuR.
Consiste en: 50 mM Tris-HCI, 5mM DTT, 5 mM EDTA, pH 8.0. Se prepara un volumen de 40 ml
para usos posteriores. EI DTT se agrega en fresco al momento de su uso.

Solucion de Extraccion:

Solucion utilizada durante la preparacion/extraccion de los cuerpos de inclusion de VpGIuR.
Consiste en: 50 mM Tris-HCI, 5mM DTT, 5 mM EDTA, 8 M Urea, pH 8.0. Se prepara un volumen
de 20 ml para usos posteriores. EI DTT se agrega en fresco al momento de su uso.

Solucion de Replegamiento:

Solucion utilizada para el replegamiento in vitro de VpGIuR. Se compone de: 50 mM Tris-HClI,
10% Glucosa, 1 mM EDTA, 0.1 mM Glutatién Reducido (GSH), 0.01mM Glutatién Oxidado
(GSSG), pH 8.0. Se preparan aproximadamente 50 ml para su uso inmediato. Los agentes
reductores y oxidantes (GSH y GSSG) se agregan a la solucion en fresco.

Solucion de Union (A):

Solucioén utilizada durante la purificacién de VpGIuR por IMAC. Consiste en: 50 mM Tris-HClI,
0.25 M NaCl, 2 M Urea, 0.5 mM Fosfato de Tris(2-cloroetil) (TCEP), pH 8.0. Se prepara 750 ml

de solucion sin agente reductor, el cual se agrega en fresco al momento de su uso. Una vez

preparada se filtra y desgasifica para su uso en el equipo cromatogréfico.

Solucion de Elucion (B):

Solucioén utilizada durante la purificacién de VpGIuR por IMAC. Consiste en: 50 mM Tris-HClI,
0.25 M NaCl, 2 M Urea, 0.5 mM TCEP, 500 mM Imidazol, pH 8.0. Se prepara 400 ml de solucién
sin agente reductor, el cual se agrega en fresco al momento de su uso. Una vez preparada se filtra
y desgasifica.

Solucion Amortiguadora VpGIuR:

Solucion amortiguadora para VpGIuR, se utiliza durante la dialisis de la proteina previo a su
purificacién por IMAC, asi como mantenimiento de la misma para experimentos posteriores.
Consiste en: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0. Una vez preparada se filtra y desgasifica.

Solucion para Purificacién SEC:
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Solucién utilizada durante el segundo paso de purificacion de VpGIuR por Filtracion en Gel.
Consiste en: 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 8.0. Se preparan 200 ml los cuales se filtran y
desgasifican previamente.

Solucion Amortiguadora LGDH:

Solucién amortiguadora para LGDH, utilizada en el ensayo de actividad enzimatica acoplado de
VpGIuR. Consiste en 10 mM Tris-HCI, 50% glicerol, 0.1 mM EDTA, pH 7.5. Se prepara en fresco
justo el momento de su uso.

Solucion de Actividad Enzimatica:

Solucion utilizada para ensayo de actividad acoplado de VpGIuR. Consiste en: 50 mM Tris-HClI,
5mM DTT, 10 mM NAD?, pH 8.0. Se utiliza agua ultra-pura (Milli-Q®) para la preparacion de

dicha solucioén.

10.2. Apéndice B — VpGrx2: Preparacion de soluciones y medios

Solucién de Lisis:

Solucion utilizada en la lisis bacteriana durante la sonicacion. Consiste en: 50 mM Fosfato de
potasio (KH2PO4), 0.5 mM Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 5 mM Benzamidina, 1 mM
Ditiotreitol (DTT), 1 mM Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y 0.1 mg/ml Lisozima, pH 7.5.
Esta solucion se prepara al momento de su uso. EI DTT se agrega en fresco justo al momento de la
lisis.

Solucion de Union (A):

Solucioén utilizada durante la purificacién de VpGIuR por IMAC. Consiste en: 50 mM Tris-HClI,
0.5 M NaCl, pH 7.5. Se prepara 550 ml de solucion. Una vez preparada se filtra y desgasifica para
su uso en el equipo cromatogréafico.

Solucion de Elucion (B):

Solucioén utilizada durante la purificacién de VpGIuR por IMAC. Consiste en: 50 mM Tris-HClI,
0.5 M NaCl, 500 mM Imidazol, pH 7.5. Se prepara 400 ml de solucion. Una vez preparada se filtra
y desgasifica.

Solucion Amortiguadora VpGrx2:
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Solucién amortiguadora para VpGrx2, se utiliza durante la didlisis de la proteina previo a su
purificacién por filtracion en gel, asi como mantenimiento de la misma para experimentos
posteriores. Consiste en: 50 mM Fosfato de sodio (NaH2PO4), 150 mM Cloruro de sodio (NaCl),
pH 7.5. Una vez preparada se filtra y desgasifica.

Solucién para Purificacion SEC:

Solucién utilizada durante el segundo paso de purificacién de VpGrx2 por filtracion en gel.
Consiste en: 50 mM Fosfato de sodio (NaH2PO4), 150 mM NaCl, pH 7.5. Se preparan 300 ml los
cuales se filtran y desgasifican previamente.

Solucion de Actividad Enzimética tipo GRX:

Solucién utilizada para ensayo de actividad acoplado de VpGrx2. Consiste en: 100 mM Tris-HCI
pH 8.0, 0.4 mM NADH, 0.5 mM GSH, 2 mM EDTA, 0.1 mg/ml BSA, 1 mU/ml GR, 1 mM HED,
pH 8.0. Se utiliza agua ultra-pura (Milli-Q®) para la preparacion de dicha solucién.

Solucion de Actividad Enzimética tipo GST:

Solucién utilizada para ensayo de actividad tipo GST de VpGrx2. Consiste en: 100 mM Fosfato de
potasio (KH2POa4), 1 mM GSH, 1 mM CDNB, pH 6.5. Se utiliza agua ultra-pura (Milli-Q®) para
la preparacién de dicha solucion.
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