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Resumen

Existen alrededor de 31 especies de microorganismos causantes de enfermedades
gastrointestinales. Entre estos microorganismos se encuentran diferentes especies de
bacterias, el tratamiento para tratar estas enfermedades comprende el uso de
antibioticos, un grupo de farmacos con diferentes mecanismos de accion dependiendo
del tipo de bacteria causante de la infeccion. Sin embargo, con el paso del tiempo, las
bacterias han adquirido diversos mecanismos de adaptacion, entre ellos la resistencia a
los antibidticos. El uso irracional de estos farmacos también afecta de manera importante
a la microbiota intestinal es decir al grupo de bacterias que viven en nuestro cuerpo sin
afectar nuestra salud y que ademas cumplen diferentes funciones dentro del organismo.
Cuando se altera en nimero y/o composicion de la microbiota se le denomina disbiosis,
la cual se ha observado tiene estrecha relacion con la obesidad y otros problemas de
salud. Por esta razén en el presente trabajo se analizé mediante el uso de herramientas
computacionales las caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de la proteina
Lactocina A de Lactococcus lactis subs. cremoris como posible agente antimicrobiano.
Los datos arrojados en los diferentes programas predicen que la proteina presenta
propiedades fisicoquimicas, que le confieren una posible funcién antimicrobiana. Asi
mismo, los resultados observados en el antibiograma demuestran su efecto inhibitorio en
el crecimiento de Staphylococcus aureus. microorganismo de importancia clinica.
Estudios futuros podran evaluar su incorporacién como aditivo en alimentos o su
empague para venta como farmaco sustituto con acciéon antimicrobiana. La produccion
de bacteriocinas de manera recombinante es crucial para el desarrollo de futuras terapias

antimicrobianas que permitan disminuir la resistencia a los antibiéticos.
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1. INTRODUCCION
Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) se consideran un serio
problema de salud publica, estas enfermedades son provocadas por el consumo
de agua o alimentos contaminados con microorganismos o sustancias téxicas,
esto representan un problema a nivel mundial. Segun registr6é en el afio 2017 la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las ETA afectan a 1 de cada 10
personas en el mundo y 420.000 personas mueren al afio. Siendo producidas por
31 agentes contaminantes (virus, bacterias, sustancias quimicas, etc.) [1]. Entre
estos agentes se encuentran algunas especies de bacterias, ejemplo de ellas son:
Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter, Listeria, Brucella, Vibrio, entre otras
[2]. Es frecuente encontrar estos microorganismos en alimentos de origen animal,
asi como en procesos secundarios que involucran la produccién, almacenamiento,
distribucion de estos alimentos. Sin embargo, las técnicas de preparacion, se han
considerado una alternativa importante como medidas preventivas de las ETA, ya
gue algunos factores intrinsecos y extrinsecos como el pH y la temperatura juegan
un papel importante para el desarrollo de estos microrganismos [3]. Las patologias
producidas por estos agentes etiologicos pueden diagnosticarse mediante
diferentes métodos como los antibiogramas, la reaccion en cadena de la
polimerasa o PCR, microarreglos, biosensores, electroforesis, entre otras, las
cuales permiten identificar cepas o serotipos y/o factores de virulencia [4]. En el
caso de confirmar que las infecciones son producidas por bacterias, el tratamiento
comprende el uso de los antibidticos, un grupo de farmacos con diferentes

mecanismos de accion en la estructura bacteriana. Sin embargo, con el paso del



tiempo, las bacterias han adquirido diversos mecanismos de adaptacién, entre
ellos la resistencia a los antibiéticos, fenébmeno originado principalmente por el uso
irracional de estos farmacos, lo que ha generado un problema muy serio a nivel
mundial, esto ha incrementado la colonizacion de bacterias patégenas en el
hospedero, comprometiendo el equilibrio entre el ser humano y su ambiente
microbiol6gico, provocando una pérdida de la homeostasis y en muchos casos la
muerte. Por otro lado, la modificacion de la microbiota intestinal, impacta de
manera negativa en el sistema inmune, provocando enfermedades inflamatorias
cronicas como el sindrome de intestino irritable. Ademas, el desequilibrio conocido
como disbiosis, participa en el desarrollo y mantenimiento de enfermedades
cronicas como la obesidad, la diabetes, entre otras [5]. Por esta razén, en los
ultimos afios se han buscado nuevas alternativas para combatir estas bacterias
resistentes a antibioticos, una de ellas es el uso de bacteriocinas, proteinas

producidas por bacterias que tienen actividad antimicrobiana [6].

Se ha descubierto que al combinar diferentes tipos de bacteriocinas se reduce la
capacidad con la que los microorganismos desarrollan resistencia y mejora su
potencial antimicrobiano. Esto ha vuelto necesario el uso de otro tipo de
bacteriocinas que puedan ser utiles. Una forma de conocer las propiedades de
estas proteinas es el uso de herramientas bioinformaticas, que mediante
algoritmos computacionales pueden predecir diferentes caracteristicas

importantes de su estructura y composicion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Seguridad sanitaria de los alimentos

La seguridad alimentaria se encarga de asegurar la inocuidad de los productos
alimentarios, esto debido a que existe una gran cantidad de microorganismos
patdgenos causantes de mas de 200 enfermedades [7]. Por lo que se ha vuelto
un problema de salud publica importante. Existen instituciones que se encargan
de controlar la seguridad alimentaria, desde su produccién hasta el consumo,
tomando en cuenta los posibles riesgos de contaminacion a los que estan
expuestos los alimentos. Una de estas instituciones es la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (OIE, por sus siglas en inglés) que se encarga de recibir la
informacion de las enfermedades transmitidas por los animales de consumo a los
seres humanos y transmite esta informacion, para que se puedan tomar medidas
necesarias ante estas situaciones. También se encarga de elaborar reglas
sanitarias en los intercambios internacionales de animales y productos derivados
[7]. Por otro lado, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO) se encarga de regular los aspectos de nutricion y calidad
mediante proyectos dirigidos a la agricultura. Ademas, se encarga de implementar
tratados internacionales y normas oficiales del Codigo alimentario (CODEX) para
garantizar el valor nutritivo, la inocuidad y calidad de los alimentos [8]. Estas
instituciones trabajan en conjunto para disminuir los casos de infecciones por ETA,
gue a su vez pueden ser producidas por bacterias, virus, parasitos o sustancias

guimicas que contaminan los alimentos o el agua [7].



2.2 Microorganismos causantes de enfermedades transmitidas en los

alimentos

Existen muchos microorganismos que pueden causar enfermedades al
contaminar los alimentos, por esta razén hay muchos tipos de infecciones distintas
gue se pueden contraer al consumir estos alimentos. Segun los Centros para el
Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) cada afio 48 millones de personas
enferman por una patologia transmitida por los alimentos, de esas, 128,000 son
hospitalizadas y 3000 mueren. La CDC registro que en los Estados Unidos, los
principales microorganismos que causan enfermedades a través del consumo de
alimentos son: Norovirus, Salmonella, Clostridium, Campylobacter vy
Staphylococcus, Clostridium, Listeria y Escherichia. Sin embargo, la lista de
microorganismos presentes en alimentos es mayor, por lo que el numero de
enfermedades también y con ellas el riesgo de padecer alguna de estas patologias
con sus respectivas complicaciones [9]. Algunas de estas especies con el paso
del tiempo se han vuelto resistentes a diferentes antibidticos, por ejemplo:
Salmonella typhi una bacteria gramnegativa que ha sido clasificada de acuerdo a los
serotipos patégenos, ha presentado resistencia a ciprofloxacina, cefixima y
cloranfenicol, las alternativas son el uso de ampicilina, amoxicilina vy
sulfametoxazol [10.] En el caso de la cepa O157:H7 de Escherichia coli se ha
demostrado que ha disminuido la sensibilidad en los antibidticos: trimetoprim
sulfametoxazol, ciprofloxacina y ampicilina, los cuales han perdido entre el 21.59%

al 61.44% de su efectividad. [11].


https://www.cdc.gov/foodsafety/es/symptoms-es.html#symptoms
https://www.cdc.gov/foodsafety/es/symptoms-es.html#symptoms
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Por su parte, la CDC informé que Staphylococcus aureus ha aumentado su

resistencia a la meticilina, y que entre el afio 2012 al 2017 hubo un incremento del
4 por ciento en cada afio [12], por mencionar algunos ejemplos.

Es por esta razén que la seleccion adecuada de medicamentos es uno de los

principios fundamentales de una para evitar el incremento de la resistencia [13].

2.3 Antibioticos

Los antibidticos forman parte de un grupo de medicamentos de accidn especifica
gue afecta directamente a la parte estructural o funcional de las bacterias, son
bastante eficaces contra la mayoria de estos microorganismos [14], De acuerdo
con la manera en la que actuan a nivel de pared celular, membrana citoplasmatica,
sintesis de proteinas, acidos nucleicos y antimetabolitos. Estos farmacos se
dividen en bactericidas, los cuales tienen un método de accion que permite
destruir a la bacteria, y también estan los bacteriostaticos, que a pesar de no
eliminar a la bacteria impiden su desarrollo y multiplicacion mientras da tiempo a
gue actué el sistema inmune [15]. El efecto del antibidtico sobre el organismo
depende del tipo de antibiético y la dosis administrada, asi como al grupo de
bacterias gramnegativas o grampositivas sobre el cual va a actuar. En casos
especificos como son los pacientes inmunocomprometidos o con infecciones
severas es preferible el uso de antibi6ticos bactericidas segun sea el caso [16],

Entre los antibi6ticos bacteriostaticos se encuentran: cloranfenicol, macraélidos,
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sulfonamidas, trimetoprima, tetraciclinas, nitrofurantoina, por otra parte, algunos
de los antibiéticos con actividad bactericida son: los betalactamicos,
aminoglucosidos, fluoroquinolonas, metronidazol, rifampicina, polimixina,

vancomicina, rifampicina, fosfomicina y carbapenemes [18].

2.3.1 Mecanismo de accién de los antibioticos

La accion de los antibidticos se mide por la magnitud de su espectro bacteriano.
Se les llama de amplio espectro cuando actla con varias especies de bacterias
grampositivas y gramnegativas, cuando la magnitud es menor se les denomina de
espectro selectivo [20].

Los antibidticos actian a nivel de pared celular, ribosomas, membrana
citoplasmatica, acidos nucleicos y como antimetabolito, ya que sus blancos se
encuentran en diferentes regiones de la célula atacada [19].

Los antibioticos que actuan en la pared de la bacteria bloquean la sintesis de esta,
especificamente del peptidoglicano, lo que produce la lisis de la bacteria, por
ejemplo: los betalactamicos, glucopéptidos, bacitracina y estreptograminas. Los
antibidticos con acciéon en la membrana destruyen a los fosfolipidos gracias a su
accion detergente, entre ellas se encuentran las polimixinas. Otros antibioticos
actian sobre los ribosomas bacterianos impidiendo la sintesis proteica. Otros
antibidticos son las fluoroquinolonas y la novobiocina que inhiben una
topoisomerasa lo que impide el superenrollamiento del ADN. Los nitroimidazoles,
rompen las cadenas del ADN, y evitan la reparacion de estas. Los nitrofuranos,

evitan la correcta lectura de codones durante la transcripcion [21].
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2.3.2 Resistencia a los antibidticos

Segun la (OMS), la resistencia a los antimicrobianos “Es la capacidad que tienen
los microorganismos (como bacterias, virus y algunos parasitos) de impedir que
los antimicrobianos (como antibioticos, antiviricos y antipaltdicos) actien contra
ellos. En consecuencia, los tratamientos habituales se vuelven ineficaces y las
infecciones persisten y pueden transmitirse a otras personas” [22]. La resistencia
bacteriana frente a los antibidticos se ha convertido en un problema que afecta la
salud publica y animal en el mundo. Una de las principales causas de la resistencia
bacteriana es el uso incorrecto de los antibioticos, por lo que la OMS [19]menciona
gue tiene una disminucion de la efectividad en su funcion [19]. Las practicas
inapropiadas de control de infecciones propician la propagacion de la resistencia
bacteriana por su capacidad de intercambiar plasmidos de bacterias con genes
resistentes a otras bacterias no resistentes. La resistencia produce incremento en
la duracion de la infeccion, altos costos al sector salud y el riesgo de
complicaciones que pueden ocasionar la muerte [20].

De acuerdo con datos de la OMS anualmente, 480 000 personas presentan
enfermedades con cuadros de multirresistencia a los antibioticos, esta
farmacorresistencia puede complicar la resolucién de las infecciones. Se han
registrado nuevos mecanismos de resistencia, o que provoca la disminucion de
efectividad en el tratamiento, inclusive en enfermedades infecciosas comunes al

igual que procedimientos de trasplante de 6rganos, el cancer, entre otras.
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Las bacterias resistentes a los antibiéticos pueden transmitirse entre personas, de
personas a los animales y de animales a personas por medio del consumo de
alimentos de origen animal, debido a que el ganado ha sido tratado con
antibioticos.

Es importante mencionar que en las personas infectadas con bacterias resistentes
hay un incremento en el porcentaje de mortalidad, a diferencia de las personas

con infecciones a bacterias no resistentes [24].
2.4 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bacterias Gram positivas
anaerobias facultativas. Estas bacterias producen acido lactico, una sustancia
resultante del proceso metabolico de la fermentacion de los hidratos de carbono.
Son anaerobias facultativas, catalasa y oxidasa negativas, sin motilidad, con
forma de cocos o bacilos, producen ATP, no formadoras de esporas. Se clasifican
en homofermentativas siendo estas productoras unicamente de acido lactico y las
heterofermentativas, que ademas del acido lactico producen etanol, acetato y CO..
[26].

Las especies de bacterias acido lacticas que mas se usan en la industria
alimentaria como conservadores de alimentos son; Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus y Carnobacterium. Estas bacterias se
pueden encontrar en productos lacteos como son el yogurt y la crema, también en
algunas plantas, productos carnicos, en procesos de fermentacion, en el intestino

de humanos y algunos animales [27].
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2.4.1 Factores de crecimiento de las bacterias acido lacticas

Las BAL crecen bajo condiciones especificas en medios &acidos, su pH puede
variar inicialmente entre 6.4 a 4.5 y alcanzando su fase exponencial en un medio
con un pH de 5.5 a 6.2. Para culminar con su crecimiento deben de alcanzar un
pH de entre 4 y 3.6, esto puede variar al estar en contacto con otras especies de
bacterias. Al producir el acido lactico, el medio en el que se encuentra puede
disminuir hasta niveles de pH menores a 4 esto con el fin de eliminar la mayoria
de otros microorganismos que puedan presentar competencia de alimento, a
excepcion de otras especies de BAL, las cuales son en su mayoria anaerobias,
pero toleran el oxigeno, sin embargo, su mayor crecimiento se presenta en
ambientes microaerofilicos. Crecen en ambientes mesofilos a una temperatura de
entre 30 a 40 °C aproximadamente. Algunas especies especialmente las que
crecen en alimentos carnicos, pueden soportar temperaturas menores a los 15 °C
[27].

Las BAL a su vez tienen la capacidad de producir proteinas pequefias con
caracteristicas antimicrobianas, asi como la formacion de sustancias como el
acido acético y el acido lactico resultado de su metabolismo lo que provoca la
disminucién del pH que a su vez es un factor de proteccidn contra otras bacterias
patdgenas. A estas proteinas se les denomina bacteriocinas, las cuales pueden
lisar a las bacterias, mediante diferentes mecanismos segun su especie, su
produccion se incrementa durante la fase de liberacion logaritmica y algunas en

su fase estacionaria, dependiendo el tipo de bacteriocina.
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2.5 Definicidon y caracteristicas de las bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos bioactivos que generan un mecanismo de defensa
y participan en el reconocimiento de patégenos particularmente activos. Al ser
proteinas, se originan en los ribosomas de algunas bacterias como parte de un
mecanismo de defensa y de competencia cuando se detectan microorganismos
patdgenos [28]. La bacteria crea proteinas que protegen a la propia bacteriocina,
mediante un operon que codifica una proteina de inmunidad especifica. la
produccion puede ocurrir de forma natural durante la fase logaritmica del
desarrollo bacteriano o al final de esta, guardando relacion directa con la biomasa
producida. Son consideradas GRAS (Generalmente reconocido como seguro) por
La Administraciéon de Medicamentos y Alimentos (Food and Drug Administration,
FDA), ya que su consumo no es considerado un riesgo para la salud [26].

Las bacteriocinas tienen una carga neta positiva que interactia con la carga
negativa de los lipopolisacaridos de la membrana de las bacterias Gram
negativas, o con los acidos teicoicos Y lipoteicoicos de la pared de las bacterias
Gram positivas. La hidrofobicidad es una caracteristica requerida para la insercion
de la bacteriocina en la membrana celular, asi como su flexibilidad, que le permite
realizar un cambio conformacional de un estado soluble a uno que interaccione
con la membrana. A pesar de que estas caracteristicas varian de molécula a
molécula, todas son relevantes para la actividad antimicrobiana [29].

Las bacteriocinas se mantienen estables al ser sometidas a temperaturas altas y

un pH acido, ya que el incremento de pH reduce la estabilidad al calor [30].
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2.5.1 Espectro de inhibicion

Las bacteriocinas pueden actuar contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Algunas bacterias patdégenas con las que se ha visto mayor sensibilidad
son Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum y Salmonella
spp. Los antibiéticos en la mayoria de los casos presentan un espectro
antimicrobiano mayor a otras bacteriocinas de BAL, en especial contra bacterias
Gram-positivas. Estudios recientes también manifiestan actividad antagonica de
las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas contra microorganismos
Gram negativos. La magnitud de este espectro antimicrobiano puede variar
dependiendo de la persona por su exposicion a tratamientos con antibioticos. De
manera in vitro, factores como el tiempo y la concentracion de las bacteriocinas y
su purificacion también pueden afectar su efecto. Por lo general a mayor
concentracion tiene un mejor efecto sin embargo otros factores como la
temperatura a la que se someten estas bacteriocinas, puede modificar el efecto
sobre las bacterias patdogenas disminuyendo su actividad y termo tolerancia. El

espectro puede aumentar al combinar diferentes especies de bacteriocinas [31].
2.5.2 Mecanismo bactericida

Los mecanismos de inhibicion de los péptidos, corresponden a la unién de las
bacteriocinas a la membrana citoplasmatica hacia las cargas negativas de los
fosfolipidos, asi como la union mediada por factores tales como el pH, la
composicion de la membrana y la carga de esta produce la formacion de poros, lo

gue provoca un desbalance de iones, una pérdida de ATP, aminoacidos y
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electrolitos (ver figura 1). Estas alteraciones afectan el transporte activo y el
movimiento bacteriano, lo que evita la sintesis de macromoléculas y la produccion
de energia dando como resultado la muerte celular. A pesar de que la formacion
de poros en la membrana es muy comun en las bacteriocinas, existe una

clasificacion segun el modo de accion de cada clase [32].
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Figura 1. Mecanismo de accion de las bacteriocinas.
Fuente: (Bauza et al., 2012).

2.5.3 Clasificacion de las bacteriocinas

Las bacteriocinas han sido clasificadas en cinco clases dependiendo sus
caracteristicas como lo son; el tamafio y peso molecular de la bacteriocina, su
microorganismo productor, propiedades fisico-quimicas, asi como su mecanismo
de accidén [33]. Las cuales se dividen en cinco clases, la clase | o lantibiéticos son
péptidos pequefios que actian sobre la membrana y son termolabiles, la clase II,

gue incluye péptidos termoestables de bajo peso molecular sin modificaciones
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post traduccionales, cuya principal caracteristica es la actividad antilisterial y que
a su vez se divide en subclases lla, lIb, lic, lld y lle (Tabla 1). La subclase lla son
metabolitos que actlan sobre Listeria, la subclase Ilb, esta conformado por
bacteriocinas con dos péptidos y requiere de ambos para desarrollar su capacidad
antimicrobiana; La subclase llc son bacteriocinas que no comparten homologia
con ninguna otra bacteriocina y se transportan mediante péptidos lider [34]. La
clase lld, son péptidos lineales; dentro de la clase lle se encuentran las
bacteriocinas que se formaron por la degradacion especifica de proteinas mas
grandes [35]. En la clase Ill el mecanismo de accion se realiza por una hidrélisis
de la pared celular de las células sensibles. Los de la clase IV se asocian a lipidos
(lipoproteinas) y a hidratos de carbono (glicoproteinas). La clase V son péptidos

de estructura ciclica sin modificaciones post-traduccionales, [33]

Tabla 1. Clasificacion de bacteriocinas de acuerdo a su mecanismo de accion.
CLASIFICACION LAS BACTERIOCINAS

Clasificacion Caracteristica Subcategoria Ejemplo
Clase I — Péptidos que contienen aminoacidos mo- — Tipo A (moléculas lineales) — Nisina. subtilina. epidermina.
(lantibidticos) dificados (lantioninca, B-lantioninato). — Tipo B (moléculas globulares) — Mersacidina.
— Clase heterogénea de péptidos termoesta- — Subclase Ila (pediocina-antilisteria) — Pediocina, enterocina, sakacina.
bles pequefios. — Subclase IIb (compuesto de dos pétidos) - Plantaricina, lacticina F.
Clase II — Subclase IIc (otras bacteriocinas) — Lactococcina.
— Grupo de péptidos lineales — Subclase IId — Lacticina Q.
— Degradacion de proteinas grandes. — Subclase ITe — Propionicina F.
Clase IIT — Péptidos grandes termolabiles. — Helveticina J, millericina B.
Clase IV — Péptidos ciclicos® — Reutericina 6.
Clase V — Péptidos de estructura circular. — Enterocina AS-48. gasericina A.

* Asociados con lipidos o carbohidratos.
Adaptado de (Nes ef al.. 2007), Monroy et al. (2009) y Balciunas ef al. (2013).

2.5.4 Bacteriocina Lactococcina A

Dentro de las bacteriocinas que provienen de las BAL se encuentra la lactococcina
A que pertenece a la clase lic (de acuerdo a la clasificacion anterior). ES una

proteina hidrofébica pequefia, sintetizada como un precursor de 75 aminoacidos,
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tiene un péptido sefal de 21 aminoacidos, presenta un extremo N terminal con
carga positiva, seguido de un fragmento hidréfobo tipico de las bacterias gram
positivas. EI mecanismo de accion de esta bacteriocina consiste en que la
lactococcina A aumenta especificamente la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica de células patégenas, formando poros que permiten el paso
incontrolado de sustancias dentro y fuera de la célula, provocando su lisis [35].
Van Belkum et al [36] realizo un estudio sobre el aumento de la permeabilidad de
las membranas celulares, mediante la inhibicibn del transporte secundario,
disipando el potencial de la membrana citoplasmatica, inhibiendo la captacion de
aminoacidos acumulados. Para estos experimentos incub6 cepas de células de
bacterias junto con una concentracion sensible de la proteina LCN-A (0,029
microgramos / mg de proteina), los resultados revelaron una disminucion
considerable de la absorcion de glutamato y la expulsibn de aminoacidos
acumulados dentro de la célula. Posteriormente se aumento la concentracion de
LCN-A durante la pre-incubacion de las células, lo cual inhibié por completo su
absorcion. Este procedimiento se repitid, pero en este caso con antibiéticos como
la Valinomicina y Nigericina, dando como resultado, un efecto similar entre ambos,
sin embargo, la velocidad de eflujo de los aminoacidos acumulados fue mayor con
LCN-A en comparacién a los antibioticos. Esto confirmo6 el mecanismo de accion

de ésta bacteriocina sobre la membrana celular de bacterias sensibles [36].
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2.6 Técnicas moleculares que se pueden utilizar para la identificacién de
resistencia a los antimicrobianos

Existen diferentes técnicas moleculares, que entre sus funciones se encuentran la
deteccion de genes en forma de ADN y ARN. Una de las técnicas mas usadases
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con ésta herramienta se puede
identificar genotipos de resistencia y virulencia. Otro método que permite detectar
resistencia bacteriana es por medio de antibiogramas ya que permite determinar
la sensibilidad bacteriana en relacién con un grupo de antibiéticos, siendo una de
las técnicas mas utilizadas en el area clinica [36].

Por otra parte, la metodologia para la técnica de microarreglos, un conjunto de
genes acomodados en una superficie pequefia de manera ordenada,
(aproximadamente 40,000 genes diferentes por cada centimetro cuadrado de
espacio), con esta técnica se puede obtener datos de expresion de distintos
microorganismos y sus mecanismos de resistencia en un grupo de genes
simultdneamente, bajo diferentes condiciones.

Primero se realiza la extraccion del material genético, después se sintetiza y se
marca el ADN complementario (ADNc), de hibridan sus acidos nucleicos para
después leerse, cuantificarse y por ultimo se analizan los datos de expresion
génica obtenidos (37).

Existen técnicas inmunocromatograficas, que detectan enzimas bacterianas que
actuan sobre los antibioticos hidrolizandolos, esta es una técnica sensible, sin
embargo, cuando los resultados son negativos es necesario realizar medios de

cultivo para confirmar los resultados. (38)



21

2.7 Herramientas Bioinforméticas

Existen diversas bases de datos como NCBI, EMBL, DDBJ, en las cuales se
puede acceder a secuencias de ADN o aminoécidos. Utilizan algoritmos para el
andlisis de secuencias similares, tanto de ADN como de proteinas; asi como la
prediccién de la localizacion de proteinas celulares. También se pueden encontrar
bases de datos con los dominios de familias de proteinas generadas de la
comparacioén global de todas las secuencias de proteinas disponibles. [37].

Las bases de datos permiten la obtencion de informacidn genética y permite la
prediccion del comportamiento de material genético, nucleotidos, proteinas entre
otras moléculas [38]. Existen bases de datos como el NCBI en el cual seencuentra
la secuencia del gen LCN-A. en el genoma de Lactococcus lactis subspCremoris;
EXPASy protParam y ProtScale los cuales colaboran en la obtencién de
propiedades fisicoquimicas y prediccion de regiones hidrofébicas; CBS para la
prediccién de péptido sefial de la bacteriocina, TMHMM SERVER V. 2.0. para
prediccion de regiones transmembranales y sus caracteristicas, PSIPRED predice
la estructura secundaria, el programa SWISS-MODEL realiza un modelado
automatico comparativo de estructuras de proteinas tridimensionales (3D). Para
la simulacion de la produccién de las proteinas de manera recombinante se
pueden usar los siguientes programas: Clustal Omegal, el cual permite hacer
alineamientos multiples de secuencias homélogas, SNAPGENE permite realizar
el disefio de oligonucledtidos para la simulacion de PCR y electroforesis en gel de

agarosa, asi como la insercién de los amplicones en un vector de clonacién.
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La mayoria de estos programas son gratuitos y estan en constante actualizacion.
Las caracteristicas de estas herramientas computacionales de predicciones
genéticas son Utiles para deducir, en este caso el comportamiento de estas
bacteriocinas, simulando procesos complejos que de manera in vitro requieren de

mayor tiempo y recursos en la investigacion [39].

3. JUSTIFICACION

Las enfermedades transmitidas por alimentos son un problema importante a nivel
mundial. Estas enfermedades son provocadas por diferentes microorganismos un
ejemplo de estos son las bacterias patdégenas. El tratamiento para estas
enfermedades es el uso de antibioticos, sin embargo, con el tiempo las bacterias
han generado mecanismos de resistencia, o que impide que estos medicamentos
actien de manera correcta, por esta razon se ha buscado crear nuevas
alternativas que disminuyan la cantidad de estos microorganismos patégenos.
Una de estas alternativas es el uso de bacteriocinas, proteinas provenientes de
diferentes tipos de bacterias, como son las bacterias acido lacticas (BAL), las
cuales son inocuas y pueden provenir de diferentes alimentos como la leche, asi
como los lacteos fermentados, como el yogurt y los quesos maduros. Estas
bacteriocinas son péptidos bioactivos que generan mecanismos de defensa y
participan en el reconocimiento de patdégenos particularmente activos. Este
proyecto pretende utilizar la bioinformatica, una disciplina que proporciona

herramientas computacionales para entender y apreciar datos biologicos,
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almacenar, recuperar, manipular y correlacionar informacion de diversas fuentes.
Identificando desde los genes hasta estructuras moleculares, sus funciones
bioguimicas y como se comportan biolégicamente, asi como su relacion con
diferentes enfermedades. En este trabajo se analizaran las caracteristicas de la
proteina Lactococcina A de Lactococcus lactis subsp. cremoris mediante el uso

de estas herramientas para predecir su posible actividad antimicrobiana.

4. HIPOTESIS
La proteina Lactococcina A de Lactococcus lactis subsp. cremoris cuenta con
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales que le permiten ser un posible

candidato antimicrobiano.

5. OBJETIVOS

Objetivo general.

1. Analizar mediante programas bioinformaticos las caracteristicas
antimicrobianas de la proteina LCN-A de Lactococcus lactis subs. cremoris.
para su futura replicacion en vectores de propagacion.

Objetivos especificos.

1. Obtener la secuencia nucleotidica y aminoacidica de la proteina LCN-A en la

base de datos del GenBank.
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2. Identificar mediante herramientas computacionales las caracteristicas
fisicoquimicas de la secuencia de aminoacidos que codifican para la proteina
LCN-A

3. Simular, mediante el programa SnapGene la clonacion del gen en vectores de
propagacion comerciales para su eventual obtencion de manera
recombinante.

4. Realizar antibiogramas con LCN-A como inhibidor de crecimiento de

Staphylococcus aureus.

6. ESTRATEGIA METODOLOGICA.

Para iniciar con el andlisis bioinfomatico, se Identifico el genoma de LCN-A de
Lactococcus lactis subsp. cremoris. La secuencia nucleotidica y aminoacidica se

obtuvo del GenBank: NZ_AP018500.1, WP _015081786.1 del Centro Nacional

para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI).

6.1 Anélisis in silico de la secuencia aminoacidica de LCN-A.

Protparam

La herramienta Protparam se utilizé para obtener, mediante la secuencia proteica
las caracteristicas fisicoquimicas mediante herramientas computacionales de la
proteina (ver tabla 2), como el punto isoeléctrico (pl), es decir el pH al que la
proteina tiene carga neta de cero, también calcula el peso molecular, el tipo de
aminodacidos por el que esta compuesta la proteina, el indice de estabilidad (IE),

el indice alifatico, que es considerado un factor positivo para el aumento de la
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termoestabilidad de las proteinas, el tiempo de vida media, una prediccién del
tiempo promedio que tarda una proteina para desaparecer después de ser
sintetizada en la célula, ademas calcula el promedio general de hidropatia, la cual
es una medida de la energia que se usa para representar las propiedades
hidrofébicas o hidrofilicas de su cadena lateral [40]

SignalP

Este programa se utilizé ya que permite la prediccion del péptido sefial, el sitio real
de escision de la proteina y la forma en la que el péptido es liberado durante la
translocacion sobre la membrana para generar un péptido sefial libre que va a
dirigirlo hacia su destino al convertirse en una proteina madura, por lo tanto, el
programa también indica si se trata de una proteina secretada o no [41].

TMHMM

Se obtuvo la prediccidon de regiones transmembranales de la proteina a partir del
programa TMHMM, esta herramienta se usa para conocer la probabilidad de que
alguna porcion de la proteina atraviese la membrana celular, comparando la
secuencia de aminoéacidos de interés en una base de datos de modelos ocultos
de Markov o "HMM" (una técnica probabilistica de modelado de datos
secuenciales) es decir, los compara con secuencias de aminoacidos, las cuales
se ha demostrado que forman estructuras secundarias helicoidales que atraviesan
las membranas celulares. Dentro de los resultados se encuentra la prediccion de
segmentos peptidicos, internos al citoplasma, transmembranales y externos a la

membrana plasméatica [42].
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ProtScale

Para la determinacion de hidrofobicidad, se utilizé el programa “ProtScale” del
servidor ExXPASy. Los perfiles de hidrofobicidad se obtienen por medio del
algoritmo de Kyte-Doolitle, se utiliza una escala que mide la hidrofobicidad de cada
aminoacido que compone a la proteina. Si la proteina es hidrofébica y por lo tanto
apolar, tendra la capacidad de atravesar la membrana fosfolipidica de las células.
De igual forma nos ayuda a conocer propiedades importantes como la manera en
la que se pliega la proteina [40].

PSIPRED

PSIPRED es un programa bioinformatico de prediccion de estructura secundaria,
tiene un algoritmo que utiliza métodos de aprendizaje automatico de redes
neuronales artificiales. Este programa puede predecir la estructura secundaria de
una proteina (laminas beta, hélices alfa y bobinas) a partir de la secuencia
introducida al servidor en forma de estructura primaria [42].

UniProt

UniProt es un repositorio de datos, y funciona como el almacén de secuencias de
proteinas y anotaciones. Esta plataforma contiene varias herramientas para el
analisis de proteinas, entre las que se encuentran las modificaciones post-
traduccionales, dominios transmembrana y topologia, la identificacién de dominios
funcionales, y clasificacion de las familias de proteinas. La herramienta BLAST es
una herramienta basica de busqueda de alineacion local, esta nos permite

encontrar regiones de similitud entre secuencias, con las cuales es posible inferir
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relaciones funcionales y evolutivas, asi como para ayudar a identificar miembros
de familias de genes [44].

SNAPGENE

Se utilizé el programa SnapGene para realizar la clonacién in silico, este es un
Software mediante el disefio de oligonucledétidos, se visualizo las secuencias de
ADN vy sus sitios enzimaticos, inserciones, supresiones, sustituciones y para la
simulacion de la amplificacion de secuencias por PCR, asi como la insercion de
genes en vectores de clonacion y finalmente la simulacién de electroforesis en
geles de agarosa [45].

Oligo Analyzer

El programa Oligo analyzer se utilizo para analizar la secuencia de entrada de los
oligonucledtidos, ademas se obtiene informacion importante como: contenido de
GC, peso molecular, secuencia complementaria, posibles formaciones de
horquillas, homodimeros y heterodimeros, formacién de estructuras de las
secuencias de cebadores y otras caracteristicas Utiles para conocer la viabilidad
de los cebadores, esto con el fin de mejorar las posibilidades de una amplificacion

adecuada [46].

SWISS-MODEL
Swiss Model es un servidor bioinformatico que se utilizd para realizar modelados
por homologia de estructuras de proteinas tridimensionales. Esto mediante el uso

de estructuras de proteinas tridimensionales, algunas de sus aplicaciones se
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basan en diferentes niveles del modelado de las secuencias y puede aplicarse

para identificar posibles interacciones de las proteinas [47].

En la tabla 2 se muestran los programas utilizados para el analisis bioinformatico.

Tabla 2. Sitios web y programas empleados para las predicciones y analisis in silico
de la proteina Lactococcina A.

Funcién

Prediccion de
propiedades
fisicoquimicas

Péptido Seiial

Region
Transmembranal

Hidrofobicidad

Estructura
secundaria

Blast

Primers, PCRYy
Electroforesis

Estructura terciaria

Programa
Protparam

SignalP

TMHMM

ProtScale

PSIPRED

UniProt
SNAPGEN
E
Oligo Analyzer
SWISS-
MODEL

RasMol 2.7.5

Sitio Web
https://web.expasy.org/protparam/

https://web.expasy.org/protscale/

http://lwww.cbs.dtu.dk/services/TMHM
M/

https://web.expasy.org/protscale/

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

https://www.uniprot.org/blast/
https://www.snapgene.com/try-
shapgene/

https://www.idtdna.com/calc/analyzer/
https://swissmodel.expasy.org/

http://www.openrasmol.org/


http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHM
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://www.uniprot.org/blast/
http://www.snapgene.com/try-
http://www.idtdna.com/calc/analyzer/
http://www.openrasmol.org/
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Antibiogramas

Como técnica in vitro se realizaron antibiogramas usando el método de Kirby
Bauer, los cuales se realizaron en cajas Petri con agar Mueller Hinton (MH). Para
preparar el pasto de bacterias se utilizaron las cepas S. aureus y se colocaron en
medio peptonado a 37°C durante 2 horas, para obtener fase exponencial de las
cepas. Se utilizaron bacterias Lactococcus lactis subsp. cremoris liofilizadas, las
cuales se incubaron en condiciones de anaerobiosis durante 18-24 horas.
Posteriormente se centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos para obtener el
sobrenadante, donde se colocaron los discos durante 20 minutos en 3 diferentes
concentraciones de cultivo con bacterias (25 ul, 50 ul y 100 ul. respectivamente) y
este procedimiento se realizo por duplicado. Para la inoculacién del medio sélido,
se utilizé un hisopo estéril con el que se froto las cepas de las bacterias patogenas,
de manera suave sobre la placa de agar Mueller-Hinton de manera uniforme, este
procedimiento se repitié tres veces sucesivas rotando la placa en toda la superficie
de la caja formando una especie de pasto bacteriano. Después se dejé secar el
in6culo por 3 a 5 minutos. Pasado este tiempo se colocaron los discos con las
cepas de Lactococcus lactis sub esp. cremoris sobre el agar con ayuda de pinzas
estériles presionando los discos suavemente sobre el medio de cultivo. Se
colocaron los antibiogramas a 37°C y se midi6 su crecimiento en 2, 4, 6 y 8 horas

después.
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7. RESULTADOS
Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas del gen LcnA

La base de datos de NCBI nos permitié identificar que la secuencia nucleotidica
del gen LCN-A es de 228 pares de bases como se observa en la tabla 3. Y el
programa Protparam predijo que el peso molecular de la secuencia aminoacidica
es de 5631.19 DA.

Tabla 3. a) Secuencia del gen LCN-A. b) secuencia de aminoacidos 1.- péptido
precursor de 75 aa. 2.- Péptido maduro de 54 aa.

a) Secuencia >NZ_AP018500.1:35095-35322 Lactococcus lactis subsp.
nucleodtidos  cremoris plasmid pC41 C4 DNA, complete genome
(228 paresde  ATGAAAAATCAATTAAATTTTAATATTGTTTCAGATGAAGAACTTT
bases) CAGAAGCTAACGGAGGAAAATTAACATTTATTCAATCGACAGCGG
CTGGAGATTTATATTACAATACTAATACACACAAATATGTTTACC
AACAAACTCAAAACGCTTTTGGGGCTGCTGCTAATACCATTGTTA
ATGGATGGATGGGTGGCGCTGCTGGAGGTTTCGGGTTGCACCATT

GA

b) Secuencia >WP_015081786.1 lactococcin family bacteriocin [Lactococcus
aminoacidos lactis]

1.-(75aa.) MKNQLNEFNIVSDEELSEANGGKLTFIQSTAAGDLYYNTNTHKYVYQ

QTONAFGAAANTIVNGWMGGAAGGEFGLHH

2.- (54 aa.) KLTFIQSTAAGDLYYNTNTHKTVYQQOTONAFGAAANTIVNGTMG
GAAGGFGLHH

7.1 Andlisis in silico

De acuerdo a lo establecido para las propiedades fisicoquimicas a través del

programa ProtParam la secuencia aminoacidica mostro tener un indice de
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inestabilidad de 14.11, un tiempo medio de vida mayor a 20 h; un punto
isoeléctrico de 5.76, un indice alifatico de 65.20 y un indice de hidropatia de -

0.376.

7.2 Prediccién de péptido sefial

La presencia de péptido sefial se analizé con el programa SignalP 5.0 en donde
se predijo que tiene un Sec/SPl o péptidos senal secretores "estandar"
transportados por el translocon Sec y escindidos por la péptido seial | en la
secuencia de aminoacidos de la bacteriocina Lactococcin-A (Figura 2). Ya que
LCN-A se sintetiza como un precursor de 75 aminoacidos. El péptido lider de 21
aminoacidos de LCN-A tiene un extremo N con carga positiva seguido de un

estiramiento hidrofobo tipico de péptidos sefial de bacterias gram positivas.

SignalP-5.0 prediction (Gram-positive): Sequence

SP(Sec/SPT) =
TAT(Tat/sP1) ==
LIPO(Sec/SPIT)
cs
OTHER
08

.4

Probability
|
/

e D ——————————
MKNQLNFNIVSDEELSEANGGKLTFIQSTAAGDLYYNTNTHKYVYQQTQNAFGAAANTIVNGWMGGAAGE

4 XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXX XXX XXX X XXX XXX XXX XXX XXX XX XXX XXXXXXXXXX

2 2 40 60
Protein sequence

Figura 2. Representacion esquematica del péptido sefial, obtenido a través del programa
signalP 5.0. El eje de las x (abscisas) corresponde a la cadena de aminoéacidos y el de

las y (ordenadas), a la puntuacion que otorga el programa. En la gréafica, se informan tres
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probabilidades distintas; La proteina puede tener un péptido sefial Sec (Sec / SPI), un
péptido sefial de lipoproteina (Sec / SPII), un péptido sefial Tat (Tat / SPI) y otro (la
probabilidad de que la secuencia no tenga ningun tipo de péptido sefial).

7.3 Prediccién de hidrofobicidad de la proteina Lactococcina-A

El andlisis de regiones hidrofébicas se llevd a cabo por el programa Protscale
utilizando el método de algoritmo Kyte & Doolittle el cual emplea una escala que
otorga valores de hidrofobicidad. El programa utiliza un umbral de 1.5 por lo que,
las regiones que se encuentren por arriba de ese valor seran las regiones
consideradas como altamente hidrofobicas. Se obtuvo un pico cercano al umbral

entre los aminoéacidos 30 y 40 de la proteina, como se muestra en la figura 3.

ProtScale output for user_seguence

Hphob. / Kyte & Doolittle

Scare
(@]
n

-2.5

10 20 30 40 50
Position
Figura 3. Prediccion de las regiones hidrofébicas de la

proteina lactococcina A con base en el algoritmo de Kyte &
Doolittle

7.4 Predicciéon de laregion transmembranal
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El resultado de la prediccion de la region transmembranal fue definido por el
programa (TMHMM, Phyre2). El programa TMHMM muestra que LCN-A es una
proteina transmembrana, la primera region que va del aminoacido 1 al 50 se
encuentra dentro del citoplasma, los amino&cidos 51 al 73 se encuentran dentro
de la membrana, los aminoacidos 74 y 75 se encuentran fuera de la membrana
(ver figura 4).

TMHMM posterior probabilities for WEBSEGQUENCE

0.8 ¢

0.6

probability

0.4

0.2 f |1+

10 20 30 40 50 60 70

inside outside

transmembrane

Figura 4. Prediccion de regiones transmembranales con el programa
TMHMM). En rojo se muestra la region transmembranal; en azul la regién
gque esta dentro de la membrana y en las regiones que estan fuera de
la membrana.

7.5 Prediccion de la estructura secundaria
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La estructura secundaria se analiz6 mediante el programa PSIPRED, la cual
sugiere que la proteina Lactococcina-A estd constituida por las siguientes
regiones: Las a—hélices se muestran en tonos rosados, las estructuras —plegada se

muestran en amarillo y el color gris representa bobinas o vueltas (Figura 5).

_— == == == __ ___ & = = S EESE__tSo e

it CCEEEEECCCCEEEEECCCCCEEEEEECCHHHHHHHHHHHCCCCCCCCcCcC
m KLTFI QSTAAGDLYYNTNTHKTVYQQTAQNAFGAAANTI VNGTMGGAAGGF

Comr T

— XX
A GLHH

ce of prediction

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura
secundaria de la proteina Lactococcina-A obtenida por el
programa PSIPRED.

7.6 Prediccion de la estructura terciaria de la proteina LCN-A

La estructura terciaria se obtuvo a partir de los programas Swiss Model y Rasmol.
La prediccion sugiere que la proteina LCN-A esta constituido por los siguientes
elementos: 3 alfa hélices en color rosado, 3 laminas beta en color amarillo y los

giros aleatorios de la proteina se representan en forma de lineas blancas, (ver

Figura 6).

Figura 6. Modelo de la estructura terciaria obtenido a través
del servidor Swiss Model.
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7.7 Disefio de oligonucledtidos para el gen Lcn-A
Se realiz6 un disefio de Oligonucleétidos con los programas SnapGene y Oligo
Analyzer. Los primers que se utilizaron para la amplificacion del fragmento de

interés se muestran a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4. Disefio de primers para la amplificacion del fragmento de interés a partir

del gen Lcn-A
Primers Secuencia Longitud Tm °C %CG  Amplicon
FW-LCA CGCGCGCGATGAAA 25pb 57.4 40 237pb
AATCAATTAAA
RV-LCA  CGTTTCGATTCTAGA 25pb 56.1 44
TCAATGGTGC

7.8 Analisis de homologia de secuencias

Para la busqueda de proteinas homélogas, se utiliz6 BlastP de Uniprot para
realizar los estudios de similitud considerando las proteinas reportadas por el
BlastP. De los datos obtenidos en el alineamiento se seleccionaron dos dominios
con funciones relacionadas. Se registr6 homologia con la secuencia perteneciente
a la Proteina J3NIW7_GAET3 (cepa R3-111a-1) del hongo Gaeumannomyces

tritici (ver figura 7) con el cual comparte una identidad de 88%, el cual contiene el
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dominio de peptidasa S59 del gen 20341659 un constituyente estructural del poro

nuclear, el dominio se encuentra en la posicion 911-1047

Query 6 QSTAAGDLYYNTNTHETVYQQTONAFGARANTIVNGTIM-—--GGAAGGFG 51
Q5T G NTNT Q T AFG AN G + GG +GGFG
JINIWT J3NIWT_GRET3 19 QSTGFGGFGINTINITSAFGQRTPSAFGTFANNTTGGGLFGGGGTSGGEG a7

Tabla 5. Alineacion de las secuencias de LCN-A de Lactococcus lactis subsp. cremoris
y la Proteina J3ANIW7_GAET3 -que contiene el dominio de peptidasa S59, del hongo
Gaeumannomyces tritici.

7.9 Amplificacion por PCR In Silico7

Se realiz6 la amplificacion del fragmento de interés del gen LCN-A, mediante un
PCR en el Software de biologia molecular SnapGene el producto de PCR
visualizado mediante una simulacién in silico de electroforesis en un gel de
agarosa al 1.2% muestra un amplicon con el tamafio esperado 270 pb. (Figura

8).

1.2% agarose

MW: 100 bp DNA Ladder

Figura 7. Amplificacién del gen LCN-A En el
carrii M) Marcador de peso molecular
(Escalera de ADN 100 PB); carril 2) Producto
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de PCR del gen amplificado con un tamafio
aproximado de 270 pb.

7.10 Antibiogramas

Como técnica in vitro se realizaron antibiogramas. Se colocaron los antibiogramas
a 37°C y se midi6 su crecimiento en 2, 4, 6 y 8 horas después (ver figura 9), para
observar el crecimiento durante estos periodos de tiempo, también se registro la

medida de los halos de inhibicion (ver tabla 6).

Figura 8. A) Antibiograma de S. aureus en presencia de LCN-A con 2 h. de
incubacion en concentraciones B) 4 h después de incubarse, C) 8 h después
de incubarse.

Tabla 6. Medida de los halos de inhibicion con LCN-A. Las concentraciones que
se usaron en cada disco fueron de 25, 50 y 100 ul, a las 2, 4, 6 y 8 h de

incubacion.
horas 25ul 50ul 100ul
2 2mm 2 mm 3 mm
4 3 mm 2 mm 3 mm
6 1.5 mm 1.5 mm 2 mm
8 1.5 mm 1.5 mm 2 mm
8. DISCUSION

El analisis in silico de la secuencia del gen de la bacteriocina lactococcina A de
Lactococcus lactis subsp. cremoris, se realiz6 mediante el uso de diversas

herramientas computacionales que muestran datos importantes, estos pueden ser
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de utilidad para conocer las propiedades de este gen y definir si tiene potencial
como agente antimicrobiano. Una de las caracteristicas importantes de las
bacteriocinas es el tamafio de su secuencia, LCN-A es un péptido de 228 pares
de bases, el cual codifica para un prepéptido de 75 amino&cidos, que tiene una
region N-terminal de 21 aminoacidos, este actla como péptido sefial, como
menciona Holo y colaboradores (35), el cual participa en el sistema de secrecion
de las proteinas, al separarse de la secuencia inmadura queda un péptido
maduro de 54 aminoéacidos, con un peso molecular de 5631.19 Da. propio de las
bacteriocinas de la clase lIC, tal como lo menciona Mondragon y colaboradores
(24). De esta manera pueda ser reconocido por las proteinas que participan en el
proceso de exportacion para que el péptido final sea transportado gracias al
mecanismo general de secrecion de las bacterias y otros organismos procariontes
(Blaauwen 1996).

Por otra parte, dentro de las propiedades fisicoquimicas que se analizaron se
encuentra el indice de inestabilidad, cuando una proteina tiene un indice de
inestabilidad por encima de 40 se puede predecir que la proteina es inestable (35).
La proteina LCN-A tiene un indice de estabilidad de 14.11, segun Gasteiger en
2005, significa que se trata de un péptido estable. Por otra parte, se reportdé una
vida media de 20 horas in vivo, que es el parametro del tiempo promedio que tarda
una proteina para desaparecer después de ser sintetizada en la célula, los
resultados indicaron que tiene un tiempo medio de vida mayor a 20 h, este tiempo

de vida la categoriza dentro de los péptidos de larga duracion. En cuanto al indice
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de hidropatia se obtuvo un valor de -0.376, al respecto Hooda en 2011 menciona
que valores negativos permiten mejor interaccién con el agua y que entre mas
bajo indice de hidropatia hay mayor posibilidad de establecer dicha interaccion, lo
cual da indicios sobre la topologia, dominios transmembranales y probables sitios
antigénicos expuestos en la superficie de la proteina. Se determiné un indice
alifatico de 65.2. Gasteiger en 2005, menciona que este valor es significativamente
mayor en proteinas de bacteria termdfilas que en proteinas ordinarias, lo que se
considera un factor positivo en el incremento de la termoestabilidad de las
proteinas. En cuanto a la prediccion de hidrofobicidad se determiné que la
secuencia de LCN-A presenta una region hidrofébica en su estructura,
corroborado por el perfil hidrofobico de Kyte-Doolittle esta caracteristica, es
requerida para la insercion de la bacteriocina en la membrana celular, asi como
su flexibilidad permitiendole realizar un cambio conformacional de un estado

soluble a uno que interaccione con la membrana (36).

La selectividad para el disefio de oligonucledtidos, se llevdo a cabo bajo los
parametros 6ptimos de temperatura de fusion (Tm), para la hibridacién con el ADN
molde fueron de 57.4°C y 56 °C, para el oligonucledtido sentido y el
oligonucleétido anti-sentido respectivamente, por otra parte, el porcentaje de
citosinas y guaninas le confiere mayor fuerza y resistencia a la desnaturalizacion
fue del 40 y 44% respectivamente. Ambos oligonucledtidos tuvieron una longitud
de 25 pb. Tampoco presentaron formaciones de dimeros ni horquillas lo cual es

importante para que la secuencia amplifique de manera adecuada.
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La determinacion de la homologia la secuencia del gen de LCN-A con otras
secuencias se llevd a cabo con el programa BlastP utilizando la secuencia
aminoacidica, mostrando un score de 88% con la secuencia la proteina
J3NIW7_GAETS3, que contiene el dominio de peptidasa S59 del gen 20341659, un
constituyente estructural del poro nuclear, o que indica que podrian tener una

funcién parecida, especialmente, en su funcion antigénica (41).

Gracias a las predicciones de los programas utilizados se logré deducir que el gen
de LCN-A codifica para una proteina transmembrana, lo que indica que es
secretada fuera de la célula para realizar su funcidn en la respuesta inmune contra
bacterias patdégenas (42). En cuanto a la prediccion de su estructura secundaria,
se identificaron motivos estructurales asociados a proteinas, que son regiones
importantes en los péptidos formadores de poros de membrana permitiendo la

salida de cualquier soluto intracitoplasmatico, como lo menciona Morgan en 1995.

Posteriormente en la estructura tridimensional de la bacteriocina, se observaron
algunas caracteristicas. Barreto 2012, indica que estas son importantes para
comprender los detalles de una proteina en particular, como son la conformacion

y angulos de torsion que determinan su plegamiento.

Los antibiogramas realizados, mostraron un halo de inhibicibn durante las
primeras 8 horas de incubacion especialmente en las primeras 4 horas, aunque
los resultados de los antibiogramas arrojaron valores minimos en cuanto a

inhibicién de las bacterias patégenas en comparacion a los antibioticos



41

convencionales, aun asi, se confirmo6 que la LCN-A de Lactococcus lactis subsp.
Cremoris tiene efecto inhibidor de bacterias patégenas como Staphylococcus

aureus.

Como menciona Londofio, en 2015, la deteccidén de bacteriocinas producidas por
bacterias acido lacticas es de ayuda para realizar otros estudios que puedan
establecer su potencial antimicrobiano al inhibir el crecimiento de bacterias
patdgenas lo que indica que podrian ser una alternativa antimicrobiana en el area

médica y de bioconservacion en la industria de alimentos.

9. CONCLUSIONES
De acuerdo con los resultados obtenidos in silico, se obtuvieron propiedades

fisicoquimicas y estructurales que sugieren una posible funcién antimicrobiana.
También se comprobd por medio de los estudios in vitro que estas bacterias

inhiben el crecimiento de algunas especies de bacterias patdégenas.

10. PERSPECTIVAS

Estudios futuros pretenden evaluar efectividad para su incorporacion como
conservador en alimentos o su adicion a productos simbidticos que permitan

reducir la presencia de bacterias patdgenas.
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el trabajo titulado: “Analisis in silico de la proteina lactococcina A de Lactococcus
lactis subsp.cremoris como posible agente antimicrobiano”, y considero esta cumple
con los requisitos sefialados en los lineamientos que rigen la titulacion para tesis
profesional de la UAEM. Con lo anterior mencionado la alumna puede continuar con los
tramites correspondientespara solicitar fecha de examen.

Sin mas por el momento agradezco la atencion prestada.

ATENTAMENTE

Dr. Marcos Amed Salazar Blas
Sinodal revisor de tesis
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FACULTAD DE NUTRICION

Cuernavaca, Morelos febrero del 2022
ASUNTO: VOTO PROBATORIO

Mtra. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN
DIRECTORA INTERINA DE LA FACULTAD DE NUTRICION

A través de este documento me permito informarle que en mi calidad de jurado de
examen de grado del estudiante en licenciatura en nutricion Karla Denisse Taboada
Apaez, he leido y revisado la tesis titulada: “Analisis in silico de la proteina
lactococcina A de Lactococcus lactis subsp. cremoris como posible agente
antimicrobiano”, y considero esta cumple con los requisitos sefialados en los
lineamientos que rigen la titulacion para tesis profesional en [aUAEM. Conlo anterior
mencionado el alumno puede continuar con los tramites correspondientes parasolicitar
fecha de examen.

Sin mas por el momento agradezco la atencion prestada.

ATENTAMENTE
Dra. Carolina Bustos Rivera Bahena
SINODAL DE TESIS
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FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

FACULTAD
¢NUTRICION

Cuernavaca, Morelos, a 30 de mayo del 2022.

Asunto: Voto aprobatorio.

MTRA. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN.
DIRECTORA INTERINA DE LA FACULTAD DE NUTRICION, UAEM
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que en mi calidad de jurado para examen de grado
de la estudiante de Licenciatura en Nutricion Karla Denisse Taboada Apaez, he leido y revisado
la tesis titulada “Analisis in silico de la proteina lactococcina A de Lactococcus lactis subsp.
cremoris como posible agente antimicrobiano, y considero que ésta cubre los requisitos
sefialados en los lineamientos de Titulacion de la Universidad para tesis profesional. Por lo tanto,

la estudiante puede continuar con los tramites correspondientes para solicitar fecha de examen.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE

FIRMA ELECTRONICA
M. en C. Diana Rivera Bahena

Calle Iztaccihuatl NUm. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 EM
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@uaem.mx Dﬂ;l\/ﬂ)
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Cuernavaca, Morelos marzo del 2022

ASUNTO: VOTO PROBATORIO

Mtra. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN
DIRECTORA INTERINA DE LA FACULTAD DE NUTRICION

A través de este documento me permito informarle que en mi calidad de
jurado de examen de grado el estudiante en licenciatura en nutricion Karla Denisse
Taboada Apaez, he leido y revisado la tesis titulada: “Analisis in silico de la
proteina lactococcina A de Lactococcus lactis subsp. cremoris como posible
agente antimicrobiano”, y considero que
cumple con los requisitos sefialados en los lineamientos que rigen la titulacion para
la tesis profesional en la UAEM. Con lo anterior mencionado el alumno puede

continuar con los tramites correspondientes para solicitar fecha de examen.

Sin mas por el momento agradezco la atencion prestada.

ATENTAMENTE.
MC. MARIA EULALIA LOURDES PERALTA FLORES
SINODAL DE TESIS
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Cuernavaca, Morelos 05 abril del 2022

ASUNTO: VOTO PROBATORIO
Mtra. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN
DIRECTORA INTERINA DE LA FACULTAD DE NUTRICION

A través de este documento me permito informarle que en mi calidad
de jurado de examen de grado del estudiante en licenciatura en nutricién Karla
Denisse Taboada Apaez, he leido y revisado la tesis titulada: “Analisis in silico
de la proteina lactococcina A de Lactococcus lactis subsp. cremoris como
posible agente antimicrobiano”, y considero que
cumple con los requisitos sefialados en los lineamientos que rigen la titulacion
para la tesis profesional en la UAEM. Con lo anterior, el alumno puede
continuar con los tramites correspondientes para solicitar fecha de examen.

Sin mas por el momento agradezco la atencién prestada.

ATENTAMENTE.
MC. RAUL DAVILA DELGADO
SINODAL DE TESIS
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