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RESUMEN

Las N-acetilglucosaminidasas son enzimas que llevan a cabo la hidrolisis de
enlaces glucosidicos en moléculas que contienen residuos con grupos N-acetil-3-
D-hexosamina. En las bacterias, pueden actuar como peptidoglucano hidrolasas
(PGHs), enzimas cuya funcidn principal es llevar a cabo la hidrdlisis del
peptidoglucano, lo cual ha permitido que algunas de ellas inhiban el desarrollo de
microorganismos patogenos (Callewaerth et al., 2011).

Pediococcus acidilactici ATCC 8042 es reconocida por su efecto bioconservador
en embutidos madurados (Rivera, 2004). Estudios recientes (Garcia-Cano et al.,
2011) demostraron que esta cepa sintetiza una PGH de 99-kDa con efecto
inhibitorio para el crecimiento de diversos microorganismos patogenos. Dicha
proteina fue secuenciada y se determiné la presencia de dos sitios cataliticos: uno
con actividad de N-acetilglucosaminidasa y otro, de amidasa. Esta enzima
bifuncional fue clonada y expresada en un sistema heterélogo (Garcia-Cano,
2013).

El método mas utilizado para la deteccion de PGHs es la zimografia con
Micrococcus lysodeikticus como sustrato (Leclerc y Asselin, 1989), sin embargo,
éste no brinda informacién acerca de la especificidad de la enzima, pues es
imposible saber que enlace del peptidoglucano es el que se hidrolizé. Por tal
motivo esta tesis tuvo como objetivo disefar y validar un método zimografico que
permita al mismo tiempo la deteccion y determinacion del peso molecular de
enzimas con actividad de N-acetilglucosamina, mediante la hidrélisis de un
sustrato sintético.

La primera fase experimental consisti6 en la determinacion de las condiciones
optimas de deteccién y revelado del método zimografico para la deteccion de N-
acetilglucosaminidasas utilizando una enzima comercial. Una vez concluida esta
etapa, la técnica se sometié a validacion; algunos de los parametros evaluados
fueron: selectividad, linealidad, exactitud, repetibilidad, reproducibilidad y robustez.

Con el fin de corroborar que la metodologia establecida permitia la deteccion de
PGHs con actividad de N-acetilglucosaminadasa, se evalu6 la actividad de la
enzima de 99-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 nativa y recombinante. Por ultimo,
se llevd a <cabo la caracterizacion bioquimica de la enzima N-
acetilglucosaminidasa de 99-kDa de P. acidilactici ATCC 8042 recombinante
mediante la técnica zimografica anteriormente descrita y por espectrofotometria
con el fin de determinar si existia diferencia entre los resultados arrojados por
ambas metodologias, lo que ocurrié y parece deberse a problemas difusionales
en la prueba en gel.



1. INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos Gram-
positivos, microaerofilicos, no esporulados en forma de cocos o bacilos que son
capaces de producir acido lactico como principal metabolito ya sea por
homofermentacion o heterofermentacion (De Vuyst y Van Damme, 1994,
Klaenhamer et al., 2002). Dentro de este grupo podemos encontrar a: Aerococcus,
Alliococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy
Weisella (Stiles y Holzapfel,1997).

Las BAL y en especial los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus han sido tradicionalmente usados como cultivos
iniciadores para la produccién de una gran cantidad de alimentos y bebidas
fermentados; ya que contribuyen a la produccion de aromas, sabores y a la
preservacion de los mismos (De Vuyst y Van Damme, 1994); cabe destacar que
este grupo también forma parte de la microbiota indigena humana, por ejemplo, el
género Streptococcus esta presente en la boca y la cavidad nasofaringea,
Enterococcus en los intestinos y Lactobacillus en la mucosa vaginal (Rehm et al.,
1993).

El género Pediococcus esta conformado por BAL, con morfologia cocoide,
catalasa negativo, no moviles; que son conocidas por su habilidad de crecer a pH

cercano a 5 y su resistencia a vancomicina (Holland et al., 2011).

Hasta el momento se encuentran 12 especies descritas para este género: P.
acidilactici, P. argenitinicus, P. cellicola, P. claussenii, P. damnosus, P.
ethanolidurans, P. inopinatus, P. lolii, P. parvulus. P. pentosaceus. P. siamensis y

P. stilesii, los cuales son generalmente usados como cultivos iniciadores en la
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fermentacion de vegetales, ensilados, quesos, productos carnicos y de panaderia
(Raccach, 2014).

Tabla 1. Alimentos fermentados en los que el género Pediococcus es usado como cultivo iniciador
(De Vuyst y Van Damme, 1994).

Alimento Microorganismo iniciador
Burong dalag ( pescado fermentado acompafiado de P. pentosaceus
arroz)
Pepinillos P. pentosaceus
Dosa (crepé especiada hecha a base de masa de P. pentosaceus
arroz y de lentejas negras)
Aceitunas P. pentosaceus
Idli (crepé hecho a base de legumbres y lentejas P. pentosaceus
negras)
Bolonia de Lebanon ( embutido hecho de carne de P. acidilactici
vaca similar al salami)
Embutidos P. pentosaceus y P. acidilactici
Ensilados P. acidilactici
Sauerkraut (col agria) P. pentosaceus

Pediococcus sp. ha mostrado ser productor de bacteriocinas (pediocinas), las
cuales son sustancias termoestables con actividad antibacteriana, que han
demostrado inhibir el crecimiento de algunos microorganismos patégenos Gram-

positivos.

La pediocina A de P. pentosaceus y las pediocinas AcH y PA-1 producidas por P.
acidilactici han sido las estudiadas con mayor detalle, dichas bacteriocinas han
demostrado inhibir la proliferacion de cepas de los géneros Pediococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Micrococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Bacillus,

Clostridium, Lactococcus, Propionobacterium y Listeria.

P. acidilactici ATCC 8042 es una cepa no patdégena que se ha utilizado como
cultivo iniciador de productos carnicos madurados (Llorente, 1998) en los que se
ha observado su efecto bioconservador e inhibidor del crecimiento de S. aureus 'y

de mesdfilos aerobios (Rivera, 2004), sin embargo, también existen reportes en
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los que se indica que dicha cepa no es productora de pediocinas (Mora et
al.,2000; Mora et al.,2003), por lo tanto la producciéon de PGHs resulté una posible
respuesta a los efectos observados por P. acidilactici ATCC 8042 en los productos

alimenticios donde se habia evaluado.

En investigaciones realizadas anteriormente por el grupo de trabajo se reportod la
produccion de dos PGHs con pesos moleculares de 99-kDa y 110-kDa por parte
de P. acidilactici ATCC 8042, la actividad antimicrobiana de dichas enzimas se
evaluo en pruebas de difusion en agar contra B. cereus, B. subtilis, S. pyogenes,
E. faecium, E. faecalis, L. monocytogenes, Lactobacillus paracasei, S. typhimurium
y Escherichia coli con resultados positivos (Garcia-Cano et al., 2011; Velasco-
Pérez, 2011; Garcia-Cano, 2013)

Garcia Cano (2013) secuenciéo ambas enzimas y encontré que la proteina de 99-
kDa presentaba dos dominios correspondientes a una enzima con actividad de N-
acetilglucoamidasa y otro dominio con actividad de N-acetiimuramoil-L-alanina
amidasa, ambas PGHs. En la misma investigacion el gene que codifica para la
produccion de la enzima de 99-kDa se clond y expresé en un sistema heterdlogo,

obteniendo resultados positivos para la produccion de la misma.



2. GENERALIDADES

2.1 LAS ENZIMAS

Las enzimas son proteinas con funcion catalitica, es decir, que pueden acelerar la
velocidad a la cual ocurren las reacciones quimicas al transferir electrones,
atomos o grupos funcionales, con una alta quimio-, regio- y esteroselectividad.
Desempefian un rol importante en multiples procesos y productos biotecnoldgicos
en industrias tan diversas como la alimentaria, la de elaboracién de productos de
limpieza, la textil, la papelera, la farmacéutica, etc. (Saha et al., 2009).Las enzimas
difieren de los catalizadores quimicos en cuatro aspectos importantes (Voet et al.,
2009):

. Mayor velocidad de reaccion: En general, la velocidad de las reacciones
catalizadas por enzimas son 10°a 10'? veces mas altas que las correspondientes
reacciones no catalizadas y es al menos varios 6rdenes de magnitud mayor que la
de las reacciones catalizadas con catalizadores quimicos.

. Condiciones de reacciéon moderadas: Las reacciones catalizadas por enzimas
se producen en condiciones relativamente moderadas; por el contrario de la
catdlisis quimica que a menudo requiere de temperaturas y presiones elevadas,
ademas de pH extremos.

. Mayor especificidad de reaccion: Las enzimas tienen un grado de especificidad
mucho mayor respecto de las identidades de sus sustratos y sus productos que
los catalizadores quimicos; por lo que rara vez se generan productos secundarios.
. Capacidad de regulacion: Las actividades cataliticas de muchas enzimas varian
en respuesta de las concentraciones de sustancias distintas de sus sustratos.
Entre los mecanismos de estos procesos regulatorios se incluyen el control
alostérico, modificacién covalente de las enzimas y variacion de la cantidad de

enzima sintetizada.



Clasificacion de las enzimas

La Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB, por sus siglas
en inglés) y la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus
siglas en inglés), establecieron el sistema EC (Enzyme Comission Number) como
una herramienta para la clasificacion de las enzimas, en el cual cada una de ellas
posee un nombre sistematico de acuerdo a la reaccion que cataliza asi como un
codigo formado por cuatro numeros separados por puntos, que indican la clase, la

sub-clase, la sub-subclase y el numero de serie de la enzima (Saha et al., 2009).

Las seis principales clases de enzimas son las que se enlistan a continuacion
(Tabla 2):

Tabla 2. Principales clases de enzimas

Clasificacion Reaccion catalizada

. Transferencia de electrones del sustrato a otra
1.0Oxidorreductasas .
molécula

Transferencia de grupos funcionales del sustrato a
2.Transferasas .
otra molécula

] Transferencia de grupos funcionales del sustrato a
3.Hidrolasas ]
una molécula de agua

) Eliminacién de grupos funcionales del sustrato
4 Liasas ] .
mediante la formacion de dobles enlaces

Transferencia de grupos funcionales de una
5.Isomerasas o ) .
posicion a otra en la misma molécula

6.Ligasas Adicién de grupos funcionales a un sustrato




Glicosidasas

Las glicosidasas o glicosido hidrolasas (EC 3.2.1.X) es el nombre con el que se
conoce a un vasto grupo de enzimas que son capaces de hidrolizar enlaces
glicosidicos y que tienen como sustrato un gran numero de moléculas incluyendo
oligosacaridos, polisacaridos, glicolipidos, glicoproteinas, glicoconjugados, etc.
(Kotzler et al., 2014)

En el sistema EC existen 165 tipos glicosidasas descritas, sin embargo, dicha
clasificacion resulta no satisfactoria cuando se desea establecer una relacién
estructura/funcion entre estas enzimas, por lo que en 1991 se propuso para este
grupo el sistema GH (Henrissat, 1991), en el cual estas enzimas se han
organizado de acuerdo a la similitud de secuencias de aminoacidos y estructura
predicha en 113 familias (Vuong y Wilson, 2010). Dicho sistema permite la
prediccion del mecanismo de reaccion, asi como de los residuos presentes en el

sitio catalitico (Davies y Henrissat, 1995).

2.2 N-ACETILGLUCOSAMINIDASAS

Las 2-acetamido-2-deoxi-3-D-hexopiranésido acetamidodeoxihexohidrolasas (E.C.
3.21.52, familia GH 3, 20 y 84) llamadas comunmente como [-N-
acetilhexosaminidasas, N-acetilglucosaminidasas o simplemente hexosaminidasas
son glicésido hidrolasas que catalizan la ruptura de moléculas que contienen
residuos de N-acetil-B-D-hexosaminas no reductores (Slamova et al., 2010),
presentando mayor afinidad por aquéllas con gluco- y galacto- configuracién
(Muramatsu 1968; Mega et al., 1970). Los mecanismos descritos para la accién

catalitica de dichas enzimas se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Mecanismos cataliticos propuestos para las hexosaminidasas (Tomado de Slamova et
al., 2010). A) Doble desplazamiento con retencién de la configuraciéon: en el primer paso, un
nucleodfilo enzimatico ataca el centro anomérico del sustrato, formandose un intermediario
glicosilado con la enzima. La liberacion de la aglicona es catalizada por la accién de un grupo
acido. En el segundo paso el centro anomérico es atacado por una molécula de agua, dando lugar
a la hidrolisis del complejo glicosil-enzima y un nuevo enlace glicosidico es formado. B) Doble
desplazamiento con retencion: el nucledfilo no es proporcionado por la enzima si no que el grupo
2-acetamido actia como tal, formandose una oxazolina como intermediario

Importancia de las N-acetilglucosaminidasas en los seres vivos

Las N-acetilglucosaminidasas se encuentran universalmente distribuidas en la
naturaleza, sin embargo, presentan diversas funciones de acuerdo al organismo y

localizacion tisular. A continuacion se enlistan algunas de las principales:

N-acetilglucosaminidasas en los humanos.

En humanos la deficiencia de N-acetilglucosaminidasas, conocidas como Hex A 'y
Hex B, provoca las enfermedades de Tay-Sachs y de Sandhoff, respectivamente
(Mahuran, 1999). Dichos padecimientos son producidos por mutaciones en los

genes que codifican para la sintesis de estas proteinas. La prevalencia de la
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enfermedad de Tay-Sachs en la poblacion mundial es de 1 caso por cada 300
habitantes, mientras que en comunidades de judios Azhkenazi es de 1 por cada
30 (Lemieux et al., 2006).

Las enzimas Hex A y Hex B se encuentran involucradas en las degradacion de
gangliosidos Gy (Figura 2) en el sistema nervioso central y periférico, cuya
acumulacién, conlleva a la neurodegeneracion que se ve reflejada en
debilitamiento muscular, deficiencia mental, ceguera y muerte a edades

tempranas. Actualmente no existe cura para este padecimiento (Mark et al., 2003).

Gangliésido

GMZ

Ganglidsido

GM3

Figura 2. Degradacion de los gangliésidos Gy, por medio de la accion de Hex A (tomado y
modificado de Lemieux et al., 2006).

Hex A y Hex B también llevan a cabo la degradacion de gangliésidos en otros
organos como riidn, prostata, laringe y glandulas salivales, en los cuales se ha
observado una produccién irregular de dichas enzimas en células cancerigenas,

por lo que algunos autores proponen el uso de estas hexosaminidasas para



deteccion de carcinomas (Olszewska et al., 2009; Costanzi et al., 2014; Borzim-
Kluczyk et al., 2009).

N-acetilglucosaminidasas en los animales.

Las N-acetilglucosaminidasas se encuentran involucradas en un gran numero de
funciones fisiolégicas en el reino animal. Un ejemplo es la interaccion inicial de los
gametos durante la fertilizacion del oocito, la cual es realizada por una enzima
perteneciente a este grupo que se localiza en la superficie del esperma de los
mamiferos, vertebrados inferiores e invertebrados (Zitta et al., 2006; Cattaneo et
al., 2006; Pérez Martinez, 2007).

En los insectos, las hexosaminidasas juegan un papel importante durante su ciclo
de vida, principalmente durante la renovacion del exoesqueleto, por lo que se ha
analizado el posible control y eliminacion de especies que puedan ser perjudiciales
para los seres humanos mediante la regulacion de la expresion de dichas enzimas
(Filho et al., 2002; Leonard et al., 2006; Geisler et al., 2007; Kim et al., 2009).

N-acetilglucosaminidasas en las plantas.

En plantas se ha observado que estas enzimas actuan durante la germinacion del
arroz y el maiz (Jin et al., 2001; Oikawa et al., 2003). Jagadeesh y colaboradores
(2004) encontraron un aumento significativo en la actividad de las N-
acetilglucosaminidasas y de otras glicosidasas durante la maduracién de
jitomates, pimientos y duraznos (Jagadeesh y Prabha, 2002; Jagadeesh et al.,
2004, Cao et al., 2014), sin embargo, su rol durante estas etapas del ciclo vegetal

aun no es claro.

N-acetilglucosaminidasas en los hongos.

Las hexosaminidasas de origen fungal son bien conocidas por el rol que
desempefian en el sistema quitinolitico (Figura 3), responsable de la regulacion del

crecimiento y expansion de la hifa, y evitan la ruptura celular (Rast et al., 1991),
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asi como por su funcidn durante el micoparasitismo y el saprofitismo permitiendo a

los hongos acceder facilmente a los nutrientes (St Leger et al., 1991).

CH,OH CH,OH
H /H ) H : B o
, B o i N

‘\‘ s 0
Now _H/H Now  w/
H NHCCH, H NHCCH,
0 0
N-acetilglucosamina

Figura 3. Estructura base de la quitina

N-acetilglucosaminidasas en las bacterias

Las N-acetilglucosaminidasas producidas por bacterias han sido intensamente
investigadas debido a la importancia que tiene en la produccion de la pared celular
de las mismas, asi como en otras funciones necesarias para su
supervivencia.Dichas enzimas, ademas, estan involucradas en la degradacion de
quitina en bacterias quitinoliticas de origen marino como son Vibrio furnissi y

Alteromonas sp. (Keyhani y Roseman, 1996; Tsujibo et al., 1999).

En bacterias Gram-negativas productoras de NagZ B-N-acetilglucosaminidasa,
enzima que es capaz de hidrolizar los enlaces [3-1,4 entre la N-acetilglucosamina y
el acido anhidro-N-acetiimuramico de la pared celular, se ha observado que los
péptidos del acido 1,6-anhidro-N-acetilmuramico producidos de dicha reaccion
favorecen la actividad de la Amp [B-lactamasa ocasionando resistencia a los
antibioticos B-lactamicos (Stubbs et al., 2007; Balcewich et al., 2009).
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2.3 PEPTIDOGLUCANO HIDROLASAS (PGHS)

El peptidoglucano es uno de los principales componentes en la pared celular de
las bacterias y el mayoritario en bacterias Gram-positivas, es un heteropolimero
formado por cadenas de N-acetilglucosamina y acido N-acetiimuramico unidos por
enlaces B-1,4, que a su vez se asocian transversalmente por cadenas de
aminoacidos, dichas cadenas interpeptidicas tienen tipicamente L-alanina y D-
glutamina en los primeros dos residuos y en el ultimo D-alanina (Humann y Lenz,
2009). Se conocen mas de 100 tipos diferentes de peptidoglucanos, cuya principal

diferencia es la cadena de aminoacidos que lo conforman (Madigan et al., 2003).

Las peptidoglucano hidrolasas (PGHs) son un grupo amplio de enzimas que han
sido encontrados en todos los grupos taxondmicos y en algunos virus, cuya
funciéon principal es llevar a cabo la hidrélisis del peptidoglucano o mureina en

fragmentos solubles (Vollmer, 2008).

Clasificacion de PGHs

Estas enzimas se pueden clasificar de acuerdo al enlace que hidrolizan en:

e N-acetil-B-D-glucosaminidasas (glucosaminidasa): hidrolizan el enlace
glucosidico B-1,4 de la cadena de glicanos dejando un extremo N-
acetilglucosamina reductor.

e N-acetil-muramoil-L-alanina-amidasa (amidasa): hidrolizan el enlace amidico
entre el N-acetil-acido muramico y el N-terminal de la L-alanina.

e Endopeptidasas y carboxipeptidasas: hidrolizan los enlaces peptidicos
formados por los aminoacidos que unen transversalmente a las cadenas
formadas por el N-acetil-acido muramico y la N-acetil--D-glucosamina.

¢ N-acetil-B-D-muramidasa (N-acetilmuramidasa o muramidasa): hidrolizan en el
enlace (3-1,4 entre el N-acetil-acido muramico y la N-acetil-B-D-glucosamina

dejando un extremo de acido N-acetilmuramico libre.
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| Glucosaminidasa l Muramidasa

Figura 4. Representacién esquematica del peptidoglucano de L. lactis, donde se observan las
enzimas responsables de la hidrélisis del mismo. (Tomado y modificado de Chapot-Chartier y
Kulakauskas, 2014).

Funcion de las PGHSs en los organismos que las sintetizan

En los animales, las PGHs juegan un papel clave en su sistema inmune innato
proveyéndoles de proteccién contra algunos de los principales microorganismos
patdgenos como lo son Listeria monocytogenes, y algunas especies del género

Staphylococcus y Clostridium (Callewaert et al., 2011).

En las bacterias, las PGHs son también conocidas como endolisinas, y se
encuentran involucradas en muchos de los procesos fisiologicos llevados a cabo
por las mismas como el ensamblaje y desensamblaje de la pared celular, el
crecimiento bacteriano, la division celular, esporulacion, germinacion, formacion de
biofilms, fijacién de organelos en la superficie celular, etc. (Frirdich y Gaynor,

2013), en la Tabla 3 se describe mas detalladamente estas funciones
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Tabla 3.Funcion de las PGHs en las bacterias (Vollmer et al., 2008; Frirdich y Gaynor, 2013)

Funcion

Descripcién

Funciones en la fisiologia celular bacteriana

Regulacion del crecimiento
celular

Remocidn del exceso de pentapéptidos en el peptidoglucano
recién formado

Elongacién del saculo de
peptidoglucano

Ruptura de enlaces en el peptidoglucano para permitir la
elongacion del saculo

Recambio del peptidoglucano

Liberacion de fragmentos solubles de peptidoglucano que
pueden ser reutilizados

Sefalizacion

Induccion de la B-lactamasa por productos de recambio

Separacion celular

Ruptura del septum durante la divisiéon celular en bacterias
Gram-negativas

Esporulacién y germinacion

Maduracién  del cortex de la espora y digestion del
peptidoglucano de la célula madre para la liberacion de la
endospora

Ensamblaje del pili

Ensamblaje del flagelo

Ensamblaje mediante PGHs especializadas en esta funcién

Funciones en poblaciones bacterianas

Autolisis durante la
transformacion genética

Fraticidio de células no competentes en S. pneumoniae

Lisis durante el desarrollo

Formacion de cuerpos fructificantes en M. xhantus

Formacién de biopeliculas

Adhesion inicial de células a soporte hidrofébicos

Interaccion patégeno-
hospedero

Modificacion de la estructura del peptidoglucano del
patdgeno para evitar la accién en el hospedero sobre el
mismo

N-acetilglucosaminidasas con actividad tipo PGH.

A pesar de la gran variedad de N-acetilglucosaminidasas presentes en la
naturaleza, sélo unas cuantas han sido identificadas como peptidoglucano
hidrolasas, cabe destacar que existen pocos reportes de enzimas de este tipo que
sean de origen distinto al bacteriano; es decir la mayoria de las N-
acetilglucosaminidasas que son PGHs son autolisinas (Nelson et al., 2012).

A continuaciéon se enlistan algunas de las PGHs tipo N-acetilglucosaminidasas

reportadas hasta el momento (Tabla 4).
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Tabla 4. Ejemplo de PGHs tipo N-acetilglucosaminidasa descritas en la literatura

Origen :Enzima (s) producida Referencia
Bacillus subtilis: Lyt D Smith et al., 2000
Leuconostoc citreum: mur 1 (con actividad de Cibik et al., 2001
N-acetilglucosaminidasa y muramidasa)
Lactococcus lactis: Acm A, Acm B, AcmCy Huard et al., 2004
Acm D (hipotética)
Clostridium difficile: Acd Dhalluin et al., 2005
Enterococcus faecalis: Atl A Eckert, et al., 2006
Staphylococcus warneri W: Atlyy (con actividad Yokoi et al., 2008
de amidasa y N-acetilglucosaminidasa)
Staphylococcus lugdunensis: AtlL Bourgeois et al., 2009
Clostridium perfringens: TcpG Bantwal et al., 2012

Importancia de las PGHs en la industria alimentaria

Desde el descubrimiento de la lisozima (muramidasa) en 1922 por Alexander
Fleming, estas enzimas han atraido el interés de los investigadores, debido a su
posible aplicacion como antibacterianos en productos alimenticios, ya que poseen
una alta especificidad y accion bactericida comprobada contra microorganismos

patdgenos que pueden estar presentes en éstos.

La lisozima de huevo de gallina (HEWL por sus siglas en inglés) es la PGH mas
ampliamente estudiada y la unica de este grupo aprobada para su uso en
alimentos como aditivo alimentario, siendo su mayor campo de aplicacion la
prevencion del abombamiento en quesos maduros y semi-maduros causado por
Clostridium tyrobutiricum y el control de la actividad bacteriana en vinos
(Callewaert et al., 2011).

En Japdn, la industria alimentaria ha tenido gran interés por la aplicacién de la
lisozima como conservador en diferentes productos, algunos ejemplos son
(Proctor et al., 1988):
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eTaiyo Food Co. que elabora “tofu” con leche de soya a la cual se le ha
adicionado lisozima.

e Kanebo Ltd cubre el interior de sus empaques con una capa de dicha enzima con
el fin de evitar su contaminacion microbiana.

eEisai Company disefid una mezcla de NaCl-lisozima que incrementa la vida de
anaquel de los mariscos que comercializa, asi como otra de ésteres p-
hidroxibenzoicos-lisozima para conservacion de vino y “sake”.

e Amicannon desarrollé procesos mas eficaces de conservacion en los que se
mezclan diversos aditivos con lisozima para aumentar la vida de anaquel de

“kimchi”, “sushi”, fideos y crema pastelera.

Es importante destacar que existe un gran numero de investigaciones en las
cuales se ha evaluado el efecto antimicrobiano de la lisozima contra diferentes
microorganismos patégenos con buenos resultados (Facon y Skura, 1996; Chen et
al., 2005; lucci et al., 2007; Koo et al, 2007; Chai et al.; 2015); sin embargo, su

aplicacion a nivel industrial de estos procesos aun no se ha llevado a cabo.

El uso de lisozimas de otras fuentes contra microorganismos patégenos también
ha sido evaluado. En el caso de la lisozima de ostra en alginato de calcio ha
demostrado suprimir el crecimiento de Listeria monocytogenes y Salmonella
anatum en muestras de salmén ahumado (Callewaert et al., 2011) o la lisozima de
ganso con efecto antimicrobiano contra Salmonella enteriditis (Naknukool et al.,
2009).

La lisostafina, endopeptidasa sintetizada por algunas especies del género
Staphylococcus, es la segunda PGH mas estudiada, su efecto bactericida ha sido
evaluado principalmente contra Staphylococcus aureus (Szweda et al., 2007), sin
embargo, su uso como aditivo alimentario aun no es permitido debido a que la

enzima deriva de una cepa catalogada como patdégena.
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El efecto de antimicrobiano de las PGHs ha sido principalmente evaluado contra
bacterias Gram-positivas debido a que el peptidoglucano se localiza en la capa
mas superficial en dichos microorganismos, sin embargo, muchos patégenos
causantes de infecciones e intoxicaciones alimentarias forman parte del grupo de
los Gram-negativos, por lo que se ha valorado el uso de estas enzimas contra

paredes celulares sensibilizadas de este tipo de bacterias (Briers et al., 2011).

2.4 TECNICAS DE DETECCION DE N-ACETILGLUCOSAMINIDASAS

Métodos de deteccion

Para la deteccion de enzimas con actividad de N-acetilglucosaminadas se han
utilizado diferentes técnicas de deteccion, las cuales se describen y compilan en la

siguiente tabla.

Tabla 5. Principales técnicas de deteccion de hexosaminidasas.

Referencia

Técnicas Caracteristicas de la técnica

Horak et al., 1981;
Shibata y Yagi, 1995.

-Técnica mas comun

-Se basa en la hidrélisis de un sustrato
cromogénico o fluorogénico y la emisiéon o
absorcion de energia por el croméforo o
fluoréforo liberado

Espectrofotométricas

-Técnica usada principalmente para la Isaksson et al., 1993
deteccion de HexA

-Uso del anticuerpo comercial 634-7E4

Inmunolégicas

-Comparaciéon de la secuencia de
aminoacidos que conforman a la enzima
con distintas bases de datos y/o del gen
que codifica para la proteina.

-Acompanada generalmente de oftra
técnica que corrobore la actividad esperada

Hogenkamp et al., 2008;
Cao et al., 2014; Ferrara

Secuenciacion ot al.. 2014.

-Principalmente para hexosaminidasas con | Koga et al.,1998; Yang et
actividad quitinolitica al.,2008.
-Acoplada generalmente a MS

Cromatografia

-Técnica similar a un SDS-PAGE en la cual | Leclerc y Asselin, 1989;

Zimograficas

se coloca el sustrato en el gel o en la
solucién de incubacion

-Deteccion de actividad y peso molecular
de una o varias enzimas en una matriz
-Sensible sb6lo a enzimas activas

Lincoln et al., 1994; Chen
et al., 1994; Chen et al.,
2011; Ferrara et al., 2014.
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Sustratos

e Sustratos naturales

Para el estudio de las hexosaminidasas se han utilizado una gran cantidad de
sustratos, como aquéllos que son hidrolizados por dichas enzimas en los sistemas
bioldgicos, por ejemplo quitina (Koga et al., 1998; Liau y Lin, 2008), gangliésidos
Gwmz (Fulller et al., 2014), liofilizados bacterianos de Micrococcus lysodeikticus (en
los que la enzima provocaria la hidrélisis de la pared celular) (Leclerc y Asselin,
1989), sin embargo, éstos presentan algunas desventajas como: a) la dificultad
para determinar si una enzima tipo N-acetilglucosaminidasa es la responsable de
llevar a cabo la hidrdlisis de los mismos; b) los complejos procesos necesarios
para obtener o sintetizar estos sustratos; c) el costo que tienen algunos equipos
usados para la deteccion de los productos de la reaccion; d) el hecho de que no
todas estas enzimas son capaces de hidrolizar al mismo sustrato. En la tabla 6 se
muestran los sustratos de origen natural y el método de deteccion de la actividad
de PGH.

Tabla 6. Principales sustratos naturales para deteccién de hexosaminidasas.

Sustrato Deteccion Referencia
Pared celular de M. lysodeikticus Zimograma Leclerc y Asselin, 1989
Quitina Zimograma Liau y Lin, 2008
Oligosacaridos de quitina HPLC Koga et al.,1998
Gangliésido Gy, LC/ESI-MS/MS* Fuller et al., 2014
Peplidoglucano de Sacillus sublilis 168 | RP.HPLC/MALDI-TOF** | Dhalluin et al.,2005

*LC/ESI-MS/MS: Liquid Chromatography/ Electrospray lonisation-Tandem Mass Spectrometry
Quantification

** Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography/ Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization-Time of Flight
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e Sustratos sintéticos

Con el fin de simplificar la determinacion, cuantificacion y caracterizacion de N-
acetilglucosaminidasas en matrices complejas, se han disefiado analogos
sintéticos cromogénicos y fluorogénicos a partir de los sustratos naturales de estas
enzimas, obtenidos de la condensacion en un compuesto cromoéforo y una

molécula de N-acetilglucosamina, los cuales al ser hidrolizados por dichas

enzimas generan una respuesta capaz de ser detectada por métodos
espectrofotométricos o zimograficos (Tabla 7).
Tabla 7.Principales sustratos sintéticos para deteccién de hexosaminidasas
Sustrato Deteccion Producto de hidrdlisis Referencia
4-NP-NAG . . .
(4-nitrofenil-N-acetil-B-D- Espectrofotometria 4-nitrofenol (arfanllo) Sh|l_3ata Y
) A abs max (NM)=405 Yagi, 1995
glucosamina)
4-MU-NAG Espectrofotometria . . Horak et al.,
. o . 4-metilumbeliferona 1981
(4-metilumbeliferil-B-N-acetil-D- A (nm)=366 Lincoln of
| . . abs max -
glucosamina) Zimograma al. 1994
Naftol-AS-BI-NAG (Naftol-AS-BI- . Naftol-AS-BI (amarillo Chen et al.,
B-N-acetil-D-glucosamina) Zimograma verdoso) 2011
A abs max (nm)=580
X-NAG Espectrofotometria 5,5-dibromo-4,4’-dicloro- | Ferrara et al.,
(5-bromo-4 cloro-3 indolil-N- P indigo (azul) 2014
acetil- B-D glucosamina) A abs max (NM)=515

Zimografia

La zimografia es una técnica de estudio para detectar la actividad y el peso
molecular de una enzima sobre un gel de poliacrilamida, la cual puede ser
observada por la aparicion del producto o la desaparicion del sustrato usando

diferentes técnicas analiticas (Tabla 8).

El proceso tradicional para la elaboracion de zimogramas consiste en la
copolimerizacion del sustrato con la matriz de poliacrilamida en la cual las
muestras son cargadas y sometidas a electroforesis en condiciones no reductoras,

con o sin adicion de SDS, el cual posteriormente se puede eliminar por tratamiento
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con un detergente como el Tritén. Por ultimo el gel es incubado con los cofactores
y condiciones necesarias para que la enzima catalice la reaccién (Vandooren et
al., 2013).

En contraste con las técnicas tradicionales para detectar actividad enzimatica, los
zimogramas son capaces de brindar informacién cualitativa y cuantitativa, acerca
del peso molecular y la presencia de diversas enzimas con el mismo tipo de
actividad presentes en una muestra, ademas a diferencia de la técnica de Ensayo
por Inmunoabsorcién Ligado a Enzima (ELISA, por sus siglas en inglés), es capaz
de discriminar entre las moléculas intactas y los productos degradados
(Vandooren et al., 2013).

Tabla 8. Técnicas zimogréficas reportadas en la literatura para la deteccion de enzimas con posible

actividad de hexosaminidasa.

Pared celular PGHs -Bacillus sp. Leclerc y Asselin; 1989
de M. -Bacillus cereus
lysodeikticus -Bacillus megaterium
-Bacillus subtilis
-S. aureus

-Clostridium perfringens
-Enterococcus faecalis
-Streptococcus pyogenes

Quitina Quitinasas -Streptomyces griseus Liau et al., 2008
4-MU-NAG Hexosaminidasas -Agaricus bisporus Lincoln et al.,1994.
-Aspergillus niger

-Canavalia ensiformis
-Higado de Bos taurus

Naftol-AS-BI- Hexosaminidasas -Carica papaya Chen et al., 2011
NAG
X-NAG Hexosaminidasas -Sulfulobus solfataricus Ferrara et al., 2014.
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2.5VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacién de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que

los resultados entregados por dicho método son confiables. Cuando se realiza la

validacion de un método por parte del laboratorio, lo que se busca es poder

determinar con fundamento estadistico que es adecuado para los fines previstos.

(Duffau et al., 2010). Los métodos nuevos que se introduzcan en un laboratorio o

que sean desarrollados en el mismo deberan validarse. Los métodos

comercializados o normalizados requeriran al menos una verificacion o validaciéon

parcial; en caso de que se introduzcan cambios notables, se necesitara una

validacion completa. (ONU, 2011).

Para realizar una validacién es importante contar con un protocolo de validacion

aprobado, en el cual se describe el método a ser validado, se especifican los

parametros que deben de ser evaluados, los criterios de aceptacion y los pasos a

seguir en caso de que no se cumplan (ICH, 1996; FDA, 2013). Dicho protocolo

debera contener al menos:

e Alcance de la validacion (método, analito, matrices y requerimientos del
método)

e Disefo experimental: establecer la(s) muestra(s) a ser analizada(s): testigos
reactivos, blanco matriz, material(es) de referencia, etc.

e El (los) parametro(s) y pruebas a desarrollar

¢ Numero de analisis requeridos para cada prueba y/o parametro.

e Criterios de aceptabilidad para cada parametro de validacién.

o Materiales, insumos y equipos necesarios para desarrollar la validacion.
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Parametros de validacion

Los ensayos o mediciones realizadas durante la validacion tienen como objetivo
principal evaluar los siguientes parametros (Karnes et al., 1991; ICH, 1996; Duffau
et al., 2010; FDA, 2013):

-Selectividad

Es el grado en que un método puede cuantificar o cualificar al analito en presencia
de interferentes. Estos interferentes normal o frecuentemente se encuentran en la

matriz de intereés.

-Linealidad

La linealidad es la capacidad de un método de analisis, dentro de un determinado
intervalo, de dar una respuesta o resultados instrumentales que sean
proporcionales a la cantidad del analito que se habra de determinar en la muestra
de laboratorio.

-Sensibilidad

La sensibilidad es el cociente entre el cambio en la indicacion de un sistema de
medicion y el cambio correspondiente en el valor de la cantidad objeto de la
medicion.

Se dice, que un método es sensible cuando una pequefia variacion de
concentracion determina una gran variacidén de respuesta. La sensibilidad permite
observar la capacidad de respuesta instrumental frente a una determinada
cantidad de analito.

-Limites

Limite de deteccion: Es la concentracidon mas baja a la cual puede detectarse el
analito pero no necesariamente cuantificarse bajo las condiciones experimentales
establecidas.

Limite de cuantificacion: Es la concentracion mas baja a la cual del analito puede

cuantificarse con precision y veracidad bajo las condiciones experimentales.
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-Sesgo (Exactitud)

Es la diferencia entre el valor promedio obtenido de los resultados de prueba con
respecto a un valor de prueba aceptado o conocido

-Repetibilidad (Precision)

Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea por un solo analista, usando los mismo instrumentos y métodos en
intervalos cortos de tiempo

-Reproducibilidad (Precision intermedia)

Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando el proceso
se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea por
dos analistas, instrumentos diferentes, en un periodo largo de tiempo o cambiando
cualquier condicion

-Robustez

La robustez es una medida de la capacidad de un procedimiento analitico de no
ser afectado por variaciones pequefias pero deliberadas de los parametros del
meétodo; proporciona una indicacion de la confiabilidad del procedimiento en un
uso normal. En este sentido el objetivo de la prueba de robustez es optimizar el
meétodo analitico desarrollado o implementado por el laboratorio, y describir bajo
qué condiciones analiticas, se pueden obtener a través de éste resultados
confiables. Un método de ensayo es mas robusto entre menos se vean afectados
sus resultados frente a una modificacion de las condiciones analiticas. Entre las
condiciones analiticas que podrian afectar a un método se encuentran:

*Analistas

*Equipos

*Reactivos

*pH

*Temperatura
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3. JUSTIFICACION

La cepa P. acidilactici ATCC 8042 tiene un reconocido efecto antimicrobiano
contra diversos organismos patogenos, el cual ha sido atribuido a dos enzimas

con pesos moleculares de 99 y 110 kDa.

En 2013 Garcia Cano secuencié ambas enzimas y encontro que la proteina de 99-
kDa era una PGH que presentaba dos dominios, correspondientes a una enzima
con actividad de N-acetilglucosaminidasa y otro dominio con actividad de N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa. Dicha enzima también fue clonada y expresada

en un sistema heterdlogo.

La actividad de PGH de la enzima de 99 kDa ya habia sido detectada
anteriormente en zimograma contra M. lysodeikticus, mientras que la actividad de
N-acetilglucosaminidasa para el extracto proteico que la contiene también fue
evaluada por medio de espectrofotometria, usando 4-nitrofenil-N-acetil-3-D-
glucosamina (4-NP-NAG) como sustrato. Sin embargo, hasta el momento no
existia un método que permitiera evaluar el peso molecular y la actividad de N-
acetilglucosaminidasa ni tampoco que puediera relacionar simultdaneamente dicha
actividad con el efecto litico contra M. lysodeikticus, puesto que los zimogramas
con M. lysodeikticus son “pruebas gruesas” que no permiten saber si la actividad
litica de la PGH de 99 kDa se debe al domino de N-acetilglucosaminidasa o al de
N-acetilmuramoil-L-alanin amidasa, y la espectrofotometria so6lo es capaz de
realizar una evaluacion total de las N-acetilglucosaminidasas presentes en la

muestra.

En esta investigacion se propone el uso de una técnica zimografica que permita la
deteccion de la actividad de N-acetilglucosaminidasa especificamente y no de
otras PGHs, fusionando la técnica espectrofotométrica para la deteccion de N-

acetilglucosaminidasas y la zimografia con el fin de determinar si la enzima de 99-
24



kDa presenta esta actividad y si ésta es la responsable de la actividad litica contra

M. lysodeikticus

En la literatura existen reportes de zimogramas para deteccion de N-
acetilglucosaminidasas usando sustratos naturales y sintéticos. Hasta el momento
ninguna técnica ha sido validada y muchas de ellas presentan reportes
incompletos dell método. Se debe realizar la validacion de la técnica zimografica
disefiada con el fin de corroborar que los resultados arrojados por la misma son

confiables

25



4. HIPOTESIS

La PGH de 99-kDa con actividad de N-acetilglucosaminidasa producida por P.
acidilactici ATCC 8042 puede ser detectada en zimogramas con 4-nitrofenil-N-
acetil-B-D-glucosamina (4-NP-NAG)

5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Detectar la actividad de N-acetilglucosaminidasa de la PGH nativa y
recombinante de 99-kDa producida por P. acidilactici ATCC 8042 por un método

zimografico especifico para este tipo de enzimas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Disefar y validar un método zimografico que permita la detecciéon de n-
acetilglucosaminidasas mediante la hidrdlisis de un sustrato sintético

e detectar mediante el método zimografico disefiado la actividad de N-
acetilglucosaminidasa de la PGH de 99-kDa de P. acidilactici ATCC 8042
nativa y recombinante

e Caracterizar bioquimicamente la PGH de 99-kDa de P. acidilactici ATCC
8042 recombinante mediante el método zimografico desarrollado en esta
investigacion y compararlo con los resultados obtenidos mediante

espectrofotometria
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 DISENO DEL METODO  ZIMOGRAFICO PARA  DETECCION DE N-
ACETILGLUCOSAMINIDASAS USANDO 4-NP-NAG.

La primera etapa experimental consistio en la determinacién de las condiciones de
electroforesis e incubacion éptimas para la deteccion de N-acetilglucosaminidasas;
para la cual se utilizd una enzima comercial, N-acetilglucosaminidasa de
Canavalia ensiformis (Sigma-Aldrich®) de 99. 7% de pureza como control

positivo.

Los ensayos experimentales se disefiaron de acuerdo a las condiciones descritas
en la literatura para la deteccion de hexosaminidasas por espectrofotometria
usando 4-NP-NAG (Shibata y Yagi, 1995; Kimura et al., 2002) y por zimograma
utilizando otros sustratos (Lincoln et al., 1994; Chen et al., 2011; Ferrara et al.,
2014).

Elaboracion de zimogramas con 4-NP-NAG.

Para la elaboraciéon de zimogramas para la deteccion de N-acetilglucosaminidasas
con 4-NP-NAG se siguié la metodologia descrita para la elaboracion de geles de
poliacrilamida al 10% (Manual Bio-Rad Mini-PROTEAN® 3 Cell) empleando los
siguientes reactivos: bis-acrilamida al 30%, Tris-HCI 2 M pH 8.8, SDS*, agua
desionizada, APS 10%, TEMED vy la cantidad de 4-NP-NAG indicada en la tabla 9

en cada condicion evaluada

La alicuota de control positivo a evaluar se diluyé en Tris-HCI 100 mM pH 8.0
hasta obtener un volumen de 30 pL, se le adicionaron 5 pL de buffer de carga (50
mM de Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS*, 2.5% de glicerol y 0.5% de azul de bromofenol)
y se cargo en el gel, el cual se corrid a 120 V por 1:30 h.

*
Para los ensayos en condiciones nativas se siguié la metodologia indicada anteriormente pero sin la adicién de SDS en las
soluciones utilizadas.
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Revelado de enzimas con actividad N-acetilglucosaminidasa

Con el fin de determinar las condiciones 6ptimas para revelar la presencia de N-

acetilglucosaminidasas en la muestra, se evaluaron amortiguadores con distinta

composicion, concentracion y pH que se describen en la tabla 9. A cada gel se le

adicionaron 30 mL del amortiguador a probar y se incubd con agitacién a 60 rpm

(Max Q™ 4000 Benchtop Orbital Shaker) por el tiempo y temperatura indicados,

en aquellos ensayos donde se usaron dos o mas soluciones, el gel se enjuago con

agua desionizada entre cada cambio de amortiguador.

Tabla 9. Condiciones experimentales probadas para la elaboracion de zimogramas con 4-NP-NAG

1 37
5 0.35 105 5 =
3 Citrato de Sodio | 100 1.05 — 37
5 37
15
6 50
7 T.100
1. Citrato de sodio 2.100 1.15 37
8 2.Na,CO4 7.100 2.15
2.100
1.Citrato de Sodio 1.100 0.35 1.15
9 2.Acetato de Sodio 2.50 ’ 2.15 25
3.Na,CO; 3.100 105 3.15
10 15
T1 MOPS 100 6.0 30 25
12 20 30 50
13 T_Tritdn X-100 T 1% T.ND T.15
2.Citrato de sodio 2.100 2.6.0 2.15
14 T.Triton X-100 T.1% T.ND T.15 o5
2. Acetato de Sodio 2. 50 2.5.0 2.15
15 T.Tritdn X-100 T.1% T.ND T.15
2.MOPS 2.100 2.6.0 2.15
CONDICIONES NATIVAS
16 1. Citrato de sodio 1.100 1.6.0 15 1.50
2.Na,CO4 2.100 2.10 2 37
17 MOPS 20 6.0 30 50
18 100 :
19 1.20 0.35 10.5 130 | 1.50
1. MOPS 2.100 1.6.0 2.15 2.37
20 2.Na,CO; 1.100 2.10 1.30 1.50
2.100 215 2.37
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El ensayo que generd los mejores resultados se utilizé para las etapas
experimentales posteriores

6.2VALIDACION _DEL _METODO _ ZIMOGRAFICO PARA _DETECCION _DE _ N-
ACETILGLUCOSAMINIDASAS USANDO 4-NP-NAG.

Una vez establecidas las condiciones Optimas para la deteccion de enzimas con
actividad N-acetilglucosaminidasa se evaluaron los siguientes parametros con el
fin de validar la metodologia, la intensidad de las bandas se cuantificé utilizando

el software TotalLab Quant®
Selectividad

Una prueba de selectividad comunmente utilizada, consiste en analizar un minimo
de tres testigos reactivos (solucion que contiene todos los reactivos usados en los
mismos volumenes y concentraciones, que son utilizados en el procesamiento de
la muestra), tres blancos de matriz (matriz que no contiene el analito de interés u
objetivo para el método seleccionado) y tres estandares de concentracion
conocida del analito.

Para determinar este parametro se establecié como testigo reactivo la solucién de
Tris-HCI 100 mM pH 8.0, que sirvio para diluir todas las muestras que se cargaron
en los zimogramas de 4-NP-NAG.EI blanco reactivo se conformé por dos tipos de
PGHs que podrian estar presentes en una matriz biolégica que fuera a ser
analizada por este método: lisozima (muramidasa) y lisostafina (endopeptidasa),
de ambas se colocé la misma cantidad de enzima (3.5 pg). El estandar se preparé
con una mezcla de lisozima, lisostafina y N-acetilglucosaminidasa de C. ensiformis
(Sigma-Aldrich® 99.7% de pureza) en la misma cantidad (3.5 pg de cada una).
Las muestras se cargaron por triplicado en zimogramas de 4-NP-NAG y se

sometieron a las condiciones 6ptimas de incubacion.
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Linealidad y Sensibilidad

Con el fin de determinar el intervalo de linealidad de la técnica, se evalud por
triplicado la intensidad de la respuesta generada por seis muestras con diferente
cantidad de proteina de la enzima de referencia (N-acetilglucosaminidasa de C.
ensiformis); las soluciones probadas contenian: 0.875, 1.75, 2.1, 2.45, 3.5y 10.5
Mg de proteina; las muestras en las que al graficar la cantidad de proteina (ug) (x)
vs intensidad de la respuesta (y) tuvieron una variacién proporcional, se evaluaron
7 veces mas, para tener un total de 10 repeticiones, con las que se llevé a cabo
una regresion lineal. La pendiente obtenida de dicha funcidn matematica

correspondio a la sensibilidad del método.

Limites

El limite de deteccién y el de cuantificacion fueron evaluaron de acuerdo al
meétodo propuesto por la ICH (International Conference Organization of Technical
Requirements of Pharmaceutical Human Use) (1995 y 1996) y recomendado para

electroforesis capilar por la ONU (2011).

El limite de deteccion corresponde a la cantidad de analito que proporciona una

sefal igual a la del blanco mas tres veces la desviacion estandar del mismo:

YLD = YB + 3Sb

El limite de cuantificacion es la cantidad de analito que proporciona una sefal
igual a la del blanco mas diez veces la desviacion estandar del mismo:

Y.c =Yg +10Sh
La senal del blanco se evalué por ftriplicado y la cantidad de analito que
corresponde a Yip Yy Y. c se calcularon usando la ecuacién de la recta (aparta

5.2.2).
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Sesgo

Para evaluar este parametro se compard el peso molecular promedio de tres
mediciones de cinco soluciones con diferente cantidad de enzima de referencia
(1.75, 2.1, 2.45, 3.5 y 10.5 pg) con el peso molecular reportado en la literatura (Li
et al., 1970) para la N-acetilglucosaminidasa de C. ensiformis (100 kDa). Como
referente del peso molecular se utilizo el marcador Broad-Range SDS-PAGE
Standard.

El sesgo fue determinado con la siguiente funcion:

Sesgo = Peso molec,,, — Peso molec de referencia
Una vez calculado el sesgo se determiné mediante la prueba de t de Student, si
existia diferencia significativa entre las mediciones:

| Peso molec,y, — Peso molec de referencia

s\n

t

Donde:
S= desviaciéon estandar

n= numero de repeticiones

Repetibilidad y Reproducibilidad

Con el fin determinar la repetibilidad se evalud por triplicado la intensidad y el peso
molecular generado por tres soluciones con diferente concentracion de N-
acetilglucosaminidasa de C.ensiformis de referencia (2.1, 2.45 y 3.5 ug) al
someterlas a las condiciones O6ptimas de electroforesis e incubacién, el

experimento se repitié en dos dias consecutivos.

Para la evaluacion de la reproducibilidad, se llevé a cabo la misma metodologia

anteriormente descrita preparando nuevamente todos los reactivos para la
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electroforesis para la elaboracion de geles de electroforesis y dejando pasar dos

semanas entre cada medicion.

Los datos obtenidos en la fase experimental fueron usados para calcular la media,

la desviacion estandar y el coeficiente de varianza en condiciones de repetibilidad

y reproducibilidad.

Robustez

Siguiendo la metodologia descrita por Youden y Steiner (1975), se identificaron

seis factores que pudieran tener un efecto significativo en el desempefio del

método. Las condiciones a evaluadas fueron las siguientes.

Tabla 10. Condiciones probadas durante la determinacion de la Robustez de la técnica

Condicién variable Analisis
Tipo Valor Valor 1 2 | 3| 4 5 6 7 | 8
superior inferior

T.incubac(°C) 50 37 50 50 50 50 37 37 37 37

t incubac (MiN) 60 30 60 60 30 30 60 60 30 30

pH incubac 7 6 7 6 7 6

Amortiguador i,cupac | MOPS (M) | MES (E) M E E E M M

Agitacién S NO Sl NO | SlI NO | NO SI NO SI

Amortiguador (mM) 40 20 40 20 | 20 40 40 20 20 40
Vol de

amortiguador 100 30 100 30 30 | 100 30 100 | 100 | 30
(mL)

El analisis estadistico de los datos se describe detalladamente en la secciéon de Resultados.
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6.3 DETECCION DE LA ACTIVIDAD N-ACETILGLUCOSAMINIDASA DE LA PGH DE 99-KDA DE

P. AciDILACTICI ATCC 8042 NATIVA Y RECOMBINANTE EN ZIMOGRAMA CON 4-NP-NAG.

Cepas utilizadas

Las cepas usadas durante esta investigacion, la procedencia y el medio de cultivo

de preservacion se describen en la siguiente tabla (Tabla 11). Todas las cepas se

almacenaron a -20°C.

Tabla 11. Descripcion de las cepas usadas

Cepa Procedencia Medio de almacenamiento
Pediococcus acidilactici Medio MRS modificado/glicerol
ATCC 8042 CINVESTAV, IPN (80/20)
E. coli pET 19-99 Garcia-Cano et al.,2015 Medio LB/glicerol (80/20)
M: lysodeikticus Sigma-Aldrich® Producto liofilizado

Medios de cultivo utilizados

Medio LB

Todos los componentes de este medio (Tabla 12) se mezclan y esterilizan juntos a

121°C/10 Ibs/15 min (Sterilizer SM300 Yamato).

Tabla 12. Medio LB (Luria-Bertani)

Componente

g/L

Bacto triptona (DIFCO)

10

Extracto de levadura (DIFCO)

5

Cloruro de sodio (J.T. Baker)

10

pH=7.0+0.2
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Medio MRS modificado (Llorente, 1998)

Todos los componentes de este medio (Tabla 13) se esterilizan juntos a 121°C/10
Ibs/15 min, con excepcion del acido ascorbico y la sacarosa, los cuales deben
prepararse Yy esterilizarse por separado en las condiciones anteriormente

descritas.

Tabla 13. Medio MRS modificado

Componente g/L
Peptona proteosa 10
Extracto de carne 10

Extracto de levadura 5
Sacarosa 10
Tween 80 1 mL/L

Citrato de amonio 2
Acetato de sodio 5
Sulfato de magnesio 0.1
Sulfato de manganeso 0.25
Fosfato de potasio 2
dibasico
Acido ascoérbico 1.5
pH=7%0.2

Extraccion de la enzima nativa de P. acidilactici ATCC 8042

Siguiendo la metodologia descrita por Garcia Cano (2013), la cepa de P.
acidilactici ATCC 8042 almacenada a -20°C se reactivo realizando un preindculo al
1% en medio MRS modificado fresco, el cual se incubd estaticamente a 29°C por
24 h (Precision Gravity Convection Incubator Modelo 4), para posteriormente
realizar una resiembra que se dejo crecer 12 h en las condiciones anteriormente
descritas. A un matraz Fernbach con un litro de MRS modificado se le adicion6 1
mL de la fermentacion de 12 h y se incubd a 29°C durante 8 h; a partir de este
ultimo medio inoculado se cosecharon las células, centrifugando el medio a 8500
rom, 15 min a 4°C (Beckman Coulter Avanti J-25); el sobrenadante se descarto y
las células se resupendieron en 100 mL de amortiguador de extracciéon (10 mM de
Tris-HCI pH 8.0; 10 mM EDTA,10 mM NaCl y 2% SDS). La solucién resultante se
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calento por 10 minutos a ebullicion y se centrifugdé a 14,000 rpm por 30 min a 15°C
en el mismo equipo. Los restos celulares se desecharon, mientras que el
sobrenadante que contenia las proteinas adheridas a membrana se congel6 a
-70°C para su liofilizacion (Labconco Freezone 4.5). La muestra se dializdé con
membrana de tamario de corte de 50 kDa por 12 h a 4°C con agitacion constante
con el fin de eliminar la mayor cantidad de SDS de la muestra. El producto
dializado se ultrafiltré con membrana de corte de 10 kDa (Amicon, Millipore) hasta
reducir el volumen a 1-2 mL con el fin de concentrar las proteinas, se realizaron

también dos lavados con Tris-HCI pH 8.0.

Extraccion de la enzima recombinante de P. acidilactici ATCC 8042, expresada en
E. coli BL21

A partir de la cepa de E. coli BL 21 pET 19-99 almacenada a -20°C en medio LB,
se realizd6 un preindculo (1% del medio inicial) en medio LB+ampicilina (100
pg/mL) con incubacion a 250 rpm a 37°C por 12 h (New Brunswick Innova 4000
Benchtop Incubator Shaker), posteriormente se resembro (1% del preindculo) en
un matraz con 50 mL del mismo medio y se incubd en las condiciones
anteriormente descritas hasta llegar a una D.O.gp0 nm 0.6-0.8, momento en el cual
se adicion6 IPTG (0.1 mM concentracion final) para inducir la expresion del gene
que se encarga de sintetizar la proteina de interés, se continué la incubacién en
las mismas condiciones por 3 h.

Las células fueron cosechadas centrifugando el medio a 8500 rpm, 15 min a 4 °C
(Biofuge primo R Centrifuge, Heraeus), el sobrenadante se ultrafiltré con una
membrana de tamafio de corte de 10 kDa hasta reducir su volumen al 1% del
volumen inicial.

Para determinar que la cepa de E. coli BL21 y la cepa con el vector sin inserto,

para la expresion de la enzima de interés carecian de actividad N-
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acetilglucosaminidasa se realizaron cultivos con dichos microorganismos y se

sigui6 la metodologia anteriormente descrita para la extraccion de la enzima.

Deteccion de la actividad de N-acetilglucosaminidasa de la enzima de 99-kDa

nativa vy recombinante de P. acidilactici ATCC 8042 en zimograma con 4-NP-NAG.

A partir de las condiciones O6ptimas para la deteccion de actividad de N-
acetiglucosaminidasas establecidas en la seccidén 5.1*, se evaluo la actividad en
las fracciones obtenidas durante la extraccién de la enzima nativa y recombinante
tomando 35 pL de cada muestra; la intensidad y el peso molecular de las bandas
de actividad fueron cuantificadas usando el software TotalLab Quant.

*
La electroforesis para estas enzimas se llevé a cabo en condiciones semidesnaturalizantes (con adiciéon de SDS), ya que
se observé que no existia diferencia entre la intensidad de las bandas al adicionar este sustrato a los geles.

Determinacion del perfil proteico por SDS-PAGE

El perfil proteico de cada muestra se determindé por SDS-PAGE segun la
metodologia descrita por Laemmli (1970). Los geles prepararon con los siguientes
reactivos (Bis-acrilamida 30%, Tris-HCI 2 mM, pH 8.8, SDS 10%, H»O destilada,
TEMED y APS 10%). Se tomaron 35 yL de la muestra a evaluar y se le adicion6 5
ML de amortiguador de carga (50 mM de Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 2.5% de
glicerol, 0.5% de azul de bromofenol), el gel se corri6 a 120 V para tedirse
posteriormente con azul de Coomasie, durante 12 h y se destifio con solucion

desteriidora (10% de metanol, 10% de acido acético, 80% de agua destilada).

Determinacion de la actividad de PGH (Zimogramas con M. lysodeikticus)

Se realizaron con la misma metodologia utilizada para los SDS-PAGE adicionando
0.2 % de M. lysodeikticus (Leclerc y Asselin 1989). El gel se incub6 con solucién
renaturalizante (Tris-HCI 100mM, pH 8.0 con Triton X-100, 1% v/v) por 12 h,
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posteriormente el gel se tifid con azul de metileno al 0.1% y KOH 0.01% por media

hora y se destifidé con agua.

Determinacion de la actividad especifica.

Cuantificacion de la cantidad de proteina

La concentracion de proteina en cada una de las muestras se determind por
microensayo usando el método de Bradford (Bradford, 1976) con un kit comercial
(Bradford Protein Assay Bio-Rad®).

Cuantificacion de la actividad

Se determiné la actividad de N-acetilglucosaminidasa a cada una de las muestras
obtenidas siguiendo el protocolo descrito por Sigma Aldrich® para la deteccion de
enzimas con actividad de N-acetilglucoamidasa y modificado por Garcia Cano
(2013). Se utiliz6 una microplaca de 96 micropozos; para cada prueba se
adicionaron 80 uL de buffer de MOPS pH 6.0 20 mM, 10 pyL de una solucion de 4-
nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosamina (1 mg/mL) y 10 yL de la muestra; la reaccion
se incubo6 a 37°C por 20 min y se detuvo adicionando 100 uL de Na,CO3; 140 mM.
La concentraciéon de proteina y la actividad enzimatica en cada fraccion se

determinaron con un lector de placas (EPOCH Biotek).
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6.4 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA PGH DE 99-KDA DE P.ACIDILACTICIATCC
8042 DE 99-KDA RECOMBINANTE EN ZIMOGRAMA CON 4-NP-NAG.*

Efecto de la temperatura

Temperatura optima de actividad

Se realizaron zimogramas con 4-NP-NAG para la deteccion de N-
acetilglucosaminidasas; los geles se corrieron en las condiciones Optimas
cambiando unicamente temperatura de incubacién, las temperaturas evaluadas
fueron: 37, 50 (control) y 70°C.

Estabilidad térmica

El concentrado obtenido durante la extraccion de la enzima recombinante, se
sometié a 3 tratamientos térmicos diferentes (Thermomixer 5350 Eppendorf) a 37,
50 y 70°C por 30 min a 300 rpm; cada una de las muestras se cargd por triplicado
en zimogramas con 4-NP-NAG y se sometidé a las condiciones Optimas de

electroforesis e incubacion anteriormente descritas.

Efecto del pH

Se realizaron zimogramas con 4-NP-NAG para la deteccion de N-

acetilglucosaminidasas; los geles se corrieron en las condiciones O6ptimas
cambiando unicamente el pH del medio de incubacion, los pH evaluados fueron: 4,
6 (control), 8 y 10.

Efecto de iones metalicos y agentes quelantes

Se realizaron zimogramas con 4-NP-NAG para la deteccion de N-
acetilglucosaminidasas. Los geles se corrieron en las condiciones Optimas y

durante la incubacion se probd la adicion al buffer de incubacion de cuatro iones
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metalicos en dos concentraciones diferentes: NaCl (1 y 10 mM), CaCl, (1 y10
mM), MgCl, (1 y10 mM) y ZnCl, (1 y10 mM) y de dos agentes quelantes y un
inhibidor, en dos concentraciones diferentes EDTA (1 y 10 mM), EGTA (1 y 10
mM) y PMSF (1 y 10 mM).

*
Cada condicion fue evaluada por triplicado mediante espectrofotometria y zimografia; la cantidad de muestra en cada pozo
fue 376.6 ug.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1Disefo del método zimografico para deteccidén de N-acetilglucosaminidasas
usando 4-NP-NAG.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de cada una de las
condiciones probadas durante el disefio de la técnica, de las cuales se selecciond
aquélla que generé las bandas con mayor intensidad.

Tabla 14. Resultado de las condiciones experimentales probadas para la elaboracion de
zimogramas con 4-NP-NAG

1 37 NO
2 0.35 10.5 50 NO
3 4.8 1.05 15 NO
) Citrato de Sodio 100 315 37 NO
5 37 NO
. 1
6 6.0 5 50 NO
- 7.100 | 1.4.8 NO
1. Citrato de sodio | 2. 100 2.10 1.15 37
8 2.Na,CO; 1.100 1.6.0 2.15 NO
2. 100 2.10
1.Citrato de Sodio NO
1. 100 1.4.8 1.15
9 2.Agetato de 2.50 | 2.5.0 0.35 2,15 25
3.100 3.10 3.15
3.N32CO3 105
10 100 ’ 15 o5 NO
1 MOPS 6.0 30 NO
12 20 30 50 NO
13 1. Tritéon X-100 1.1% 1.ND 1.15 NO
2.1Ci_f_rato d)? ?8gio 2.100 2.6.0 2.15
Tritdon X-
14 3. Agetalo de 1% | 1.NB 312 25 NO
odio . . 5. )
15 1.Tritdn X-100 1. 1% 1.ND 1.15 NO
2.MOPS 2.100 2.6.0 2.15
CONDICIONES NATIVAS
16 1. Citrato de sodio | 1. 100 1.6.0 15 1.50 NO
2.Na,COs 2.100 | 2.10 2 37
17 MOPS 20 6.0 30 50 S|
18 100 SI
0.35 10.5
19 1.20 1.30 1.50 NO
1. MOPS 2100 | 1.6.0 2.15 2.37
20 2.Na;COs4 1.100 | 2.10 1.30 1.50 S|
2.100 2.15 2 .37
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En la siguiente figura se muestra el resultado obtenido en aquellas condiciones en
las que se observo la presencia de bandas de actividad.
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Figura 5. Deteccion de la actividad de la N-acetilglucosaminidasa de C. ensiformis (10.5 pg/carril)
en zimograma con 4-NP-NAG (0.35 mg/mL gel). Carril 1, marcador de peso molecular; carril 2,
ensayo 17 (incubacion en MOPS 20 mM pH 6.0 por 30 minutos a 50°C); carril 3, ensayo
18(incubacion en MOPS 20 mM pH 6.0 por 30 minutos a 50°C); carril 4, ensayo 20 (incubacién en
MOPS 20 mM pH 6.0 por 30 minutos a 50°C con una posterior incubacion en Na,CO; por 15
minutos a 37°C).

La presencia de bandas de actividad litica s6lo se observé en zimogramas nativos,
debido probablemente a la inhibicién de la enzima de referencia en presencia de
SDS, efecto que ya ha sido reportado para otras N-acetilglucosaminidasas de
origen bacteriano (Trimble et al., 1982; Sakai et al., 1994).

En los zimogramas con 4-MU-NAG reportados por Lincoln y colaboradores (1994)
se observo una disminucion significativa de la intensidad de la respuesta de la N-
acetilglucosaminidasa de C. ensiformis en los geles corridos en condiciones
semidesnaturalizantes, aun después de incubar con Tritédn X-100, con respecto a
los nativos; mismo efecto que se presenta en este experimento en los ensayos 13-
15.

El citrato de sodio, a pesar de ser uno de los amortiguadores mas utilizados para

la deteccion de N-acetilglucosaminidasas por espectrofotometria (Horak et
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al.,1981;Shibata y Yagi, 1996; Jagadeesh y Phabha, 2002; Cao et al., 2014) y ser
la primera opcién probada, no resultd una buena eleccion para esta técnica ya que
no generd resultados positivos; el acetato de sodio ha sido reportado
anteriormente como amoritguador de incubacién en zimogramas para deteccion
de N-acetilglucosaminidasas (Lincoln et al.,1994), no obstante presenta un efecto
inhibitorio en la actividad de la N-acetilglucosaminidasa de C. ensiformis (Li y Li.,
1970), asi como de muchas enzimas de este mismo grupo (Bedi et al.,1984;
Barber y Ride, 1989; Frohwein et al.,1999; Jin et al.,2002).

El MOPS, se propuso como amortiguador, ya que es muy similar estructuralmente
al MES, reactivo que ha sido usado para detectar HexA y Hex B (Kimura et al.,
2002) por espectrofotometria y no tiene reportes de actuar como inhibidor de N-
acetilglucosaminidasas. Al ser el unico amortiguador en el que se observaron
bandas de actividad (Figura 5.), el MOPS fue elegido como amortiguador de

incubacion y se utilizé para el resto de la investigacion.

La incubacién en carbonato de sodio, para favorecer la desprotonacion del 4-
nitrofenol y la subsequente formacion del 4-nitrofenolato (producto amarillo), no
presento efecto significativo en el incremento de la intensidad de la banda litica a
diferencia de lo que se ha reportado para las técnicas espectrofotométricas
(Shibata y Yagi, 1996), por lo que se decidié no llevar a cabo esta etapa, ya que

no aumentaba la respuesta del ensayo.

7.2 VALIDACION DEL METODO ZIMOGRAFICO PARA DETECCION DE N-
ACETILGLUCOSAMINIDASAS USANDO 4-NP-NAG.

Selectividad

Los resultados de esta etapa indican que la técnica es altamente selectiva a la
presencia de N-acetilglucosaminidasas, ya que se observa la presencia de una

sola banda de actividad litica a 100 kDa, que es el peso molecular de la N-
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acetilglucosaminidasa de C. ensiformis (Li y Li, 1970); la lisozima (muramidasa de
14.4 kDa) y la lisostafina (endopeptidasa de 27 kDa) no son capaces de hidrolizar
el 4-NP-NAG aun en condiciones nativas (Figura 6). El amortiguador de disolucién

no presentd actividad por lo que no resulta un interferente para ésta técnica.
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Figura 6. Evaluacion de la selectividad del método zimografico. Carril 1, marcador de peso
molecular; carril 2, muestra estandar (3.5 pg de lisozima, 3.5 pug de lisostafina y 3.5 yg de N-
acetilglucosaminidasa de C. ensiformis); carril 3, blanco reactivo (3.5 ug de lisozima y 3.5 ug de
lisostafina); carril 4, testigo reactivo (Tris-HCI, pH 8.0 100 mM).

Linealidad vy sensibilidad

Con la finalidad de determinar el intervalo en el cual la cantidad de proteina
aplicada en cada carril es proporcional a la respuesta dada por el método, se
evaluo por triplicado la intensidad de las bandas producidas por 5 soluciones con
diferente cantidad de N-acetilglucosaminidasa de C. ensiformis (0.875, 1.75, 2.1,
2.45, 3.5y 10.5 pg) con el software TotalLab Quant (1D or Western Blot Analysis
Free Trial Version) (Figura 7.0); en aquellas soluciones donde se observo
linealidad se evalud la intensidad siete veces mas con el fin de determinar la
ecuacion que describia el comportamiento de dicho intervalo, a continuacién se

presentan los resultados.
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La intensidad, también conocida densidad relativa de la banda, en cada uno de los
ensayos corresponde a la altura del pico de la banda detectada menos el ruido de

fondo eliminado mediante la funcion Rolling Ball (Vorackova et al., 2011).
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Figura 7.a) Determinacion del intervalo de linealidad de la intensidad de la respuesta respecto a la
cantidad de enzima aplicada en cada carril (Las barras representan la desviacion estandar de 3
ensayo independientes). b) Zimograma de cada una de las concentraciones evaluadas durante la
determinacion del intervalo de linealidad. Carril A, marcador de peso molecular; carril B, 0.875 pug;
carril C, 1.75 pg; carril D, 2.1 pg; carril E, 2.45 pg; carril F, 3.5 yg; y carril G, 10.5 ug.
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El intervalo de linealidad de la técnica resultd ser de 1.75 ug a 3.5ug de proteina,

por lo que se utilizaron las soluciones con 1.75, 2.1, 2.45 y 3.5 ug para elaborar la

curva de calibracion.

30
25
20 -

15 +

Intensidad

10 -

¥ T T T v T Y T ’ 1
1.6 2.0 2.4 2.8 3.2 36
Cantidad de proteina (ug)

Intensidad=(11.2%1.1)[Cantidad de proteina (ug)+ (-13.3%2.5)
R2=0.97

Figura 8. Curva de calibracién del método zimografico*. Las barras representan la desviacion
estandar de 10 ensayos. La sensibilidad del método es igual a la pendiente de la curva de
calibracion es decir 11.2 unidades de intensidad/ug de enzima de referencia.

Para determinar si el coeficiente de regresion lineal cumplia con los criterios de
aceptacion estipulados para ensayos bioldgicos se recurrio a los parametros
establecidos en otras naciones para este tipo de técnicas ya que en la legislacion
mexicana no existe un precedente; el gobierno canadiense a través del documento
Drugs Directorate Guidelines- Acceptable Methods by Health Protection (1994),
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establece que para métodos biolégicos una R%> 0.95 es aceptable por lo que el

meétodo validado en esta investigacion cumple con el parametro de linealidad.

En la literatura no existen reportes de técnicas validadas para la deteccién de N-
acetilglucosaminidasas por métodos zimograficos, sin embargo Hardt y
colaboradores (2003), validaron la técnica para determinacion de PGHs usando
pared celular de M. lysodeikticus descrita en 1989 por Leclerc y Asselin. El
intervalo de linealidad fue establecido midiendo el area de lisis producida por
soluciones con diferente cantidad de lisozima; la metodologia establecida en esta
investigaciéon y la propuesta por Hardt tienen intervalos de linealidad muy
similares, de 1.75 a 3.5 pg de N-acetilglucosaminidasa de C. ensiformis para la
primera y de 0.35 a 7 ug de lisozima en el caso de la segunda, sin embargo, la
técnica de Hardt presenta algunas desventajas con respecto a la zimografia para
deteccion de N-acetilglucosaminidasas con 4-NP-NAG, como: a) la baja
especificidad, pues no es posible estimar con solo este método cual de las cuatro
tipos de PGHs tenemos en una muestra, b) el tiempo de revelado es mas
prolongado, pues se requieren 10 h de incubacion para evaluar los resultados y ¢)
la cantidad de células liofilizadas de M. lysodeikticus usada para cada gel es tres

veces mayor que el 4-NP-NAG en cada zimograma.

La sensibilidad de ambos métodos no es comparable debido a que en uno de ellos
se determina el area y en el otro la intensidad (altura del pico) de la banda, sin
embargo, si se considera que el intervalo de linealidad en ambos casos tiene el
mismo orden de magnitud y que en los zimogramas de 4-NP-NAG se usa una
menor cantidad de sustrato, se puede concluir que la técnica propuesta en esta

tesis resulta una buena opcidn para la deteccidn de N-acetilglucosaminidasas.
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Limite de deteccion

La intensidad de la cantidad de proteina minima detectable de acuerdo a lo
sefalado por la ICH (1995 y 1996) y por la ONU (2011), para un blanco con una

con una intensidad de 1.22 y una desviacion estandar de 0.17
Y,p = 1.22 + 3(0.17) = 1.73

A partir de la ecuacién de la recta (Figura 8), se tiene que dicha intensidad
corresponde a la dada por 1.34 ug de proteina, por lo que este valor corresponde

al limite de deteccion.

El limite de deteccidén indica que una cantidad menor a 1.34 ug no puede ser
distinguida del ruido, lo que concuerda con lo observado experimentalmente
(Figura 7), pues para los carriles donde se colocaron 0.875 ug de enzima, la
intensidad de la respuesta tienen un valor de dos, que es casi igual al del blanco y

ya no presenta un comportamiento lineal.

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion, para un blanco con una intensidad de 1.22 y una

desviacion estandar de 0.17

Yo = 1.22 +10(0.17) = 2.92
La cantidad de proteina que corresponde a la sefal de intensidad minima

cuantificable es 1.45 microgramos de proteina,

El limite de cuantificacién determinado confirma que en el intervalo de linealidad
propuesto es posible realizar mediciones cuantitativas de forma precisa y
confiable.

47



Exactitud (Sesgo)

Ejemplo del calculo:

Para la banda generada por la solucion con 1.75 ug de enzima de referencia, el
sesgo del peso molecular es:

Sesgo = Peso molec,,, — Peso molec de referencia = (100 — 97)kDa = 3 kDa
Una vez calculado el sesgo se determind mediante la prueba t de Student, si
existia diferencia significativa entre las mediciones; el valor de texperimental S€
determina con la siguiente ecuacion.

| Peso molec,y, — Peso molec de referencia

s\n

Donde
S= desviacion estandar n= numero de repeticiones

Sustituyendo en la ecuacion el sesgo ya calculado:

N I
1V3

La determinacion del peso molecular con esta técnica es exacta, ya que la
texperimental €N todos los casos es menor a la tesica @aun cuando electroforesis se
llevé a cabo en condiciones nativas y que por éste hecho las proteinas pudieran
migrar influenciadas por su peso y carga. Como también se observa en la tabla 15
la cantidad de proteina no afect6 la respuesta dada para el peso molecular, aun en

concentraciones que no estan dentro del intervalo de linealidad (Tabla 15).

Tabla 15. Determinacion de la exactitud de la técnica.

Cantidad de proteina (ug) 1.75 21 2.45 3.5 10.5

Promedio (kDa) 97.0 | 969 | 97.3 | 96.6 | 98.1

Sesgo (kDa) 3 3.1 2.7 3.4 1.9

Peso Desviacion _e§téndar (s) 1.0 274 | 222 | 0.81 | 2.83
molecular Repeticiones 3 3 3 3 3

erm 1.73 | 0.65 0.7 242 | 0.39

tesrica (0=0.05 a dos colas) 3.18 | 3.18 | 3.18 | 3.18 | 3.18
¢ Hay diferencia significativa? NO NO NO NO NO
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Repetibilidad y reproducibilidad

Aunque no existen datos en la literatura que indiquen los criterios de aceptacion
para la repetibilidad y la reproducibilidad de un método bioldgico, la SSA (2011)
establecioé que el coeficiente de varianza para pruebas espectrofotométricas es de
3%, si se usa este valor como referente se puede concluir a partir de los datos
reportados en la tabla 16 y 17, que la técnica es repetible y reproducible
unicamente para la evaluaciéon del peso molecular, mientras que al evaluar la
intensidad no es repetible para ninguna de las concentraciones analizadas y sélo

es reproducible con 2.45 ug de enzima.

Tabla 16. Intensidad y peso molecular en condiciones de repetibilidad usando distintas
concentraciones de enzima de referencia.

Intensidad 10.1 16.9 26.0
Desviacion estandar de intensidad 2.9 0.9 1.8
Coeficiente de varianza (%) 28.7 5.3 6.9

Peso molecular (kDa) 101.1 | 99.9 100.0
Desviacion estandar del peso molecular 0.9 0.9 0.4
Coeficiente de varianza (%) 0.9 0.9 0.4

Tabla 17. Intensidad y peso molecular en condiciones de repetibilidad usando distintas
concentraciones de enzima de referencia.

Cantidad de proteina (ug) |
2.1 2.45 3.5
Intensidad 11.27 | 18.24 22.21
Desviacion estandar de intensidad 1.83 0.20 1.88
Coeficiente de varianza (%) 16 1.0 8.4
Peso molecular (kDa) 96.9 97.3 96.6
Desviacion estandar del peso molecular 2.74 2.22 0.81
Coeficiente de varianza (%) 2.8 2.2 0.83
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Robustez

A partir de los resultados puede calcularse el efecto de cada una de las variables
haciendo la media de los cuatro analisis que contienen la variable en su valor mas
alto (mayusculas) y aquellas que corresponden al valor mas bajo (minusculas)
(CODEX ALIMENTARIUS, 2006) (Tabla 18). Asi, por ejemplo, para evaluar el efecto
de la primera variable (Temperatura de incubacién) se tiene que A y a para el

parametro de intensidad son:
_s+t+u+v  201+2882+19.92+235

=231
4 4
w+x+y+z 187+ 14.4+8.76+ 15.7
a= 2 = 2 = 14.39

Tabla 18. Resultados obtenidos en cada una de las condiciones evaluadas para determinar la
Robustez de la técnica.

Condicion variable Condiciones
Tipo Valor Valor 1 2 3 4 5 | 6 | 7 8
superior inferior

T.incubac(°C) 37 (a) 50 50 50 50 37 37 37 37

t incubac (MiN) 60 60 30 30 60 60 30 30

pH incubac 7 6 7 6 7 6 7 6
Amortiguador;ncupac Mo Mo Me Me Me | Me | Mo Mo
Agitacion Sl NO Sl NO NO Sl NO Si
[Amortiguador] 40 (F) 40 | 20 | 20 | 40 | 40 | 20 | 20 | 40
(mM)
Vol de
amortiguador(mL) 100 (G) 100 30 30 100 30 | 100 | 100 30
Intensidad 201 | 282 | 19.2 | 235 | 18.7 | 144 | 8.76 | 15.7
Peso molecular (kDa) 97.6 | 101.6 | 103.0 | 105.9 | 98.3 | 88.0 | 99.7 | 107.3

s t u \% w X y z

- Condiciones de ensayo 6ptimo
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Una vez determinado el efecto que tendra cada una de las variables se resta el

resultado del valor superior al inferior y se compara su valor absoluto con el de

V2DS; los resultados de dicho analisis estan reportados en la tabla 19.

Tabla 19. Sensibilidad de la técnica a cada una de las condiciones analizadas.

Diferencia Comparacion
Parametro Condicion Condicién [A(X-x)| A(X-x)<V2DS
A 22.75 a 14.39 8.4 Sensible a la variable
B 20.35 b 16.79 3.6 No sensible a la variable
o c 16.69 c 20.45 3.8 No sensible a la variable
(0]
S . .
g ﬁ D 18.19 d 18.95 0.8 No sensible a la variable
€ e E 17 35 e 19.79 2.4 No sensible a la variable
F 19.5 f 17 64 1.9 No sensible a la variable
G 16.69 g 20.45 3.8 No sensible a la variable
A 102.0 a 98.3 3.7 No sensible a la variable
B 96.4 b 104.0 7.6 Sensible a la variable
8 c 99.7 100.7 1.1 No sensible a la variable
3o ¢
% cl?' D 101.6 d 98.8 28 No sensible a la variable
Ew
> o E 99.0 e 101.4 2.4 No sensible a la variable
(0]
o
F 102.3 f 98.1 4.2 No sensible a la variable
G 97.8 g 102.6 4.8 No sensible a la variable

La intensidad de la respuesta resulté ser sensible a la temperatura de incubacién,
lo que puede explicarse si se considera que la velocidad de las reacciones
quimicas, se incrementa al aumentar la temperatura, por lo que a 37°C la hidrélisis
del sustrato ocurrira mas lentamente y por lo tanto se producira una menor

cantidad de 4-nitrofenol que a 50°C.
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El peso molecular es sensible a un mayor tiempo de incubacion; efecto que puede
atribuirse a la facilidad con la que el 4-NP-NAG difunde en medios acuosos
(Lincoln et al., 1994), por lo que un proceso prolongado de revelado ocasiona

bandas mas gruesas, que dificultan la deteccién precisa del peso molecular.

El resto de las variables (amortiguador usado, concentracién, volumen y pH del
mismo, y agitacion ) no tuvieron efecto en la evaluacion de la intensidad y del peso
molecular, es decir, la técnica es robusta a su modificacion y por lo tanto no

alteran los resultados si son cambiados durante la aplicacidén del experimento.

7.3 DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE LA N-ACETILGLUCOSAMINIDASA DE 99-KDA DE P.
ACIDILACTICI ATCC 8042 NATIVA Y RECOMBINANTE

Una vez que el método analitico para la deteccion de N-acetilglucosaminidasas
por zimograma utilizando 4-NP-NAG como sustrato fue disefiado y validado, se
sometiod a una prueba de reto que consistia en detectar la enzima de 99-kDa de P.
acidilactici ATCC 8049 nativa y recombinante, por lo que se realizd la extraccion

de dichas enzimas como se describe en la seccién 5.3.3y 5.3.4.

Con el fin de evaluar la especificidad de la técnica y corroborar que la cepa E. coli
BL 21 y el vector pET 19, presentan actividad “per se”, se realizaron cultivos de E.
coliBL21 y E. coli BL 21 con el vector sin el gen que codifica para la produccién de

la enzima recombinante de 99-kDa.

Todas las muestras fueron sometidas a electroforesis en un zimograma con 4-NP-
NAG y con M.lysodeikticus como sustrato, ademas se evaluo el perfil proteico por
SDS-PAGE (Figura 9) y se determind su actividad especifica de acuerdo a lo

indicado en el apartado 5.3.8.
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Figura 9. (A) Perfil proteico, (B) Actividad litica contra M. lysodeikticus (C) Actividad
litica contra 4-NP-NAG. Carril 1, marcador de peso molecular.
N-acetilglucosaminidasa de C. ensiformis.
~—" Extracto de la enzima nativa de 99-kDa P acidilactici ATCC 8042.
Extracto de la enzima recombinante de 99-kDa.
Extracto de E. coli BL21.
—— Extracto de E. coli BL 21 + pET 19.
En cada carril se cargaron 35 uL, salvo en aquellos que se probd la enzima de
referencia, en los que se usaron 3 uL.

Durante esta etapa se prob¢ la eficacia de la técnica establecida y validada para
la deteccion de la N-acetilglucosaminidasa de P. acidilactici ATCC 8042 nativa y
recombinante con resultados satisfactorios. El peso molecular obtenido para la
enzima nativa en zimograma con M. lysodeikticus y con 4-NP-NAG es muy similar,
por lo que no se descarta la posibilidad de que se trate de la misma enzima; en el
caso de la enzima recombinante se observa que el peso molecular es menor al de
la nativa, efecto que ya sido observado en investigaciones anteriores en los que se
han usado diferentes vectores de clonacion para la expresion de este mismo gen
(Campos-Gomez, 2013). Al comparar los resultados de las dos técnicas
zimograficas para dicha enzima se present6 una diferencia de 17 kDa, por lo que
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se recomienda secuenciar ambas bandas con el fin de corroborar que se trata de
la misma proteina. En la cepa E. coli BL 21 y E.coli BL21 con el vector pET 19
vacio no se observo actividad litica contra 4-NP-NAG o M. lysodeikticus , resultado
que era el esperado pues carecian del gen que permite la expresion de la proteina
de 99-kDa de P. acidilactici ATCC 8042.

A pesar de que E. coli BL 21 posee una B-hexosaminidasa de 37.6 kDa reportada
en su genoma (Jeong et al.,, 2009), ésta no fue perceptible por zimografia o
espectrofotometria, probablemente porque se encuentra a una concentracion
menor a la detectable por dichas técnicas.

Tabla 20. Resultados zimograficos y actividad especifica determinada por espectrofotometria para
cada una de las muestras.

Variable Enzima Enzima Extracto E. | Extracto E. coli
nativa recombinante | coli BL21 BL 21 pET 19
Actividad litica en SI SI
zimograma contra M. NO NO
lysodeikticus (105 kDa) (83 kDa)
Actividad litica en SI SI
zimograma contra 4- NO NO
NP-NAG (97 kDa) (66 kDa)
Actividad volumétrica 500 1870
gmol/min*mL 104 105
Concent’ramon mg 1.76 166 307 6.86
proteina/mL
Actividad especifica 284.09 1126.5 33.9 15.3
pgmol/min*mg ' '

7.4 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA N-ACETILGLUCOSAMINIDASA DE 99-KDA DE

P. AcipiLAcTIcI ATCC 8042 RECOMBINANTE.

Con el fin de evaluar si mediante la zimografia era posible caracterizar
bioquimicamente una enzima vy si los resultados obtenidos por esta técnica eran
comparables con los determinados por espectrofotometria se decidio llevar a cabo
la caracterizacion bioquimica de la enzima recombinante de 99-kDa expresada en
E. coli BL 21 usando las técnicas anteriormente sefialadas.
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Efecto de la temperatura

Temperatura 6ptima de actividad

La temperatura optima de actividad se evalué incubando el zimograma o la
microplaca donde se llevd acaba la medicién de la actividad espectrofotométrica
en tres distintas temperaturas (Figura 10 y 11) y manteniendo el resto de las
condiciones experimentales constantes
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Control (50°C) 37 70
T incubacién (°C)
Figura 10. Actividad de N-acetilglucosaminidasa a diferentes temperaturas de incubacion en

zimograma
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Figura 11. Actividad de N-acetilglucosaminidasa a diferentes temperaturas de incubacion
detectada por espectrofotometria.
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En las figuras 10 y 11 se observa que los resultados para la determinacion de la
temperatura 6ptima de actividad difieren entre las dos técnicas usadas. La
probable explicacién para este fendmeno es el incremento de la difusion en
matrices de poliacrilamida al aumentar la temperatura, que ya ha sido reportado
con anterioridad en la literatura para glicerol, glucosa y maltosa (Brown y Johnsen,
1980; Yankov, 2004). A 37°C la difusion del MOPS hacia el gel es lenta y por lo
tanto el pH de la enzima no es el 6ptimo para que ocurra la reaccién; a 70°C la
difusion del nitrofenol hacia el medio es acelerado lo que puede ocasionar que la
banda de actividad se desvanezca rapidamente o también es posible que 4-NP-

NAG sea expulsado del gel antes que logre ser hidrolizado por la enzima.

Los resultados de esta etapa confirman lo descrito en la seccidn 6.2.6, que
corresponde a los resultados referentes a la evaluacién de la robustez de la
técnica, la temperatura de incubacién es un parametro que no debe de ser

modificado si se desean obtener resultados confiables.

Estabilidad térmica

Con el fin de evaluar la estabilidad térmica de la enzima recombinante de 99-kDa,
el extracto crudo fue sometido a distintos tratamientos térmicos (Figura 12 y 13)
por 30 min, una vez concluida esta operacion, la zimografia y la determinacién
espectrofotométrica de actividad fueron llevadas a cabo de acuerdo a las
condiciones Optimas anteriormente descritas. Los resultados se presentan a

continuacion:
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Figura 12. Actividad de N-acetilglucosaminidasa de la muestra después de someter a diferentes
tratamientos el extracto de la enzima recombinante en zimograma.
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Figura 13. Actividad de N-acetilglucosaminidasa de la muestra después de someter a diferentes
tratamientos el extracto de la enzima recombinante detectada por espectofotometria.
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En las dos técnicas usadas para la caracterizacion bioquimica se observa un
comportamiento muy similar de la enzima cuando es sometida a diferentes
tratamientos térmicos. En ambos casos la actividad a 70°C decrecid6 mas de un
90%, lo que probablemente se deba a la desnaturalizacion térmica de la enzima a
dicha temperatura. La actividad se vio afectada minimamente en el resto de los
ensayos probados lo que indica que un calentamiento a una temperatura de hasta

50°C por 30 min no altera la actividad de la enzima.

Efecto del pH

Para evaluar el efecto del pH, se realizaron ensayos zimograficos y
espectrofotométricos en las condiciones optimas variando unicamente el pH del

amortiguador de incubacion (Figura 14 y 15).
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Figura 14. Actividad de N-acetilglucosaminidasa en zimograma de la enzima recombinante a
diferentes pH.
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Figura 15. Actividad de N-acetilglucosaminidasa detectada por espectrofotometria de la enzima
recombinante a diferentes pH.

El comportamiento de la enzima respecto al pH es similar en ambos métodos vy
confirma lo anteriormente descritos para esta enzima por Garcia Cano (2013) y lo
indicado en las bases de datos para este grupo de enzimas (BRENDA Database),
pues hasta el momento sélo existen reportes de N-acetilglucosaminidasas con

actividad a pH 10 en el género bacteriano Thermotaga

Con los resultados mostrados anteriormente (Figuras 14 y 15) se puede establecer
que la N-acetilglucosaminidasa de P. acidilactici ATCC 8042 es activa en el
intervalo de pH comprendido entre 4 a 8, posee un pH 6ptimo de 6 y presenta un

abatimiento de su actividad cuando es sometida a un pH de 10.

lones metalicos.

El efecto de los iones metalicos en la enzima recombinante de 99-kDa fue
evaluado adicionando NaCl, MgCl,, ZnCl, y CaCl;, en diferentes concentraciones
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(Figura 16 y 17) al buffer de incubacion usado en las dos técnicas evaluadas y
procediendo a realizarlas en las condiciones éptimas establecidas.
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Figura 16. Actividad de N-acetilglucosaminidasa en zimograma de la enzima recombinante en
presencia de los iones Na*, Ca**, Zn** y Mg* en concentraciones 1 y 10 mM.
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Figura 17. Actividad tipo N-acetilglucosaminidasa detectada por espectrofotometria de la enzima

recombinante en presencia de los iones Na*, Ca**, Zn** y Mg®* en concentraciones 1y 10 mM.
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Los resultados obtenidos para la presencia de distintos cationes en el medio de
incubacion difieren considerablemente entre los métodos utilizados; ya que como
se observa en la figura 16 todos los iones abaten en mayor o menor medida la
actividad de la enzima en zimograma, mientras que por espectrofotometria la
actividad no es alterada en presencia de Na*y Mg®* al igual que durante la
evaluacion de la temperatura Optima de actividad de la enzima. La matriz de
poliacrilamida juega un rol importante en la eficacia de la caracterizacion
bioquimica. La union de tres de los cationes (Na*, Mg®*, Ca®*) evaluados a la
matriz de poliacrilamida es termodinamicamente favorable (Hippel et al., 1973) y
en el caso del Ca®" existen reportes que describen el efecto negativo de dicho
cation en este polimero en el cual actia como desestabilizante (Hippel y
Scheleich, 1969) que explicaria la diferencia entre ambas técnicas, pues en vez de
que los iones interactuen con las proteinas embebidas en el gel, estarian inmersos
en la matriz de poliacrilamida y unidos a la misma. En el caso de Zn**, no existen

reportes acerca de la interaccion de este cation con la poliacrilamida.

Considerando los inconvenientes que conlleva la interaccion poliacrilamida-cation
no se recomienda el uso de zimogramas con 4-NP-NAG para caracterizar

bioquimicamente enzimas.
Agente quelantes e inhibidores.

El efecto de dos agentes quelantes (EDTA y EGTA) y un reconocido inhibidor de
serin-proteasas (PMSF) contra la enzima recombinante de 99-kDa fue evaluado
adicionando dos diferentes concentraciones (Figura 18 y 19) al amortiguador de
incubacion usado en las dos técnicas evaluadas y procediendo a realizarlas en las

condiciones Optimas establecidas.
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Agentes quelantes e inhibidores.
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Figura 18. Actividad de N-acetilglucosaminidasa en zimograma de la enzima recombinante en
presencia de EDTA, EGTA y PMSF en concentraciones 1y 10 mM.
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Figura 19. Actividad tipo N-acetilglucosaminidasa detectada por espectrofotometria de la enzima
recombinante en presencia EDTA, EGTA y PMSF en concentraciones 1y 10 mM.
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Los resultados entre ambas técnicas no son similares para la determinacién de la
actividad por zimografia o espectrofotometria para ninguna de las sustancias
evaluadas, lo que probablemente se deba igual que en caso de los iones
metalicos a la interaccion del EDTA, EGTA y el PMSF con la matriz de
poliacrilamida, aunque hasta el momento no existen investigaciones sobre este

fendmeno.

Los resultados para el EDTA no son concluyentes pues existen reportes en la
literatura (BRENDA Database) de N-acetilglucosaminidasas donde este quelante
actua como inhibidor (enzima de Bos taurus y Turbatrix aceti) y en otras como
activador (enzima de Bombyx mori, Bacillus sp. y Capsicum annuum), mientras

que para el EGTA no existen datos de caracterizacion bioquimica.

En el caso del PMSF, esta sustancia debe ser solubilizada en etanol por lo que es
posible que este disolvente también afecte la actividad de la enzima. EI PMSF es
reportado como inhibidor de enzimas que contienen serina en su sitio catalitico,
sin embargo, en el grupo de las N-acetilglucosaminidasas la serina no se
encuentra en dicha regién y en su lugar podemos encontrar histidina, acido
aspartico y glutamico (CAZy Database), ademas hasta el momento sélo se ha
visto efecto activador del PMSF sobre N-acetilglucosaminidasas como la de

Sotalia fluviatilis y Palythoa caribeorum (BRENDA Database).
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8. CONCLUSIONES

El ensayo que genero los mejores resultados para la deteccion de N-
acetilglucosaminidasas fue aquel donde se elaboraron geles con 0.35 mg
de 4-NP-NAG/mL y que después de la electroforesis fueron incubados en
buffer con MOPS 20 mM pH 6.0 a 50°C por 30 minutos

El método fue validado con resultados aceptables, y es recomendable
mejorar la repetibilidad y reproducibilidad del mismo con el fin de obtener
resultados mas confiables.

La PGH tipo N-acetilglucosaminidasa de P. acidilactici ATCC 8042 nativa y
recombinante pudo ser detectada con esta técnica por lo que se propone su
uso para evaluar la especificidad de otras PGHs.

No son comparables los resultados obtenidos por técnicas zimograficas vy

espectrofotométricas.
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