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RESUMEN

Escherichia coli enteroagragativa (EAEC) esta asociada con diarrea aguda en nifios y
adultos, diarrea persistente en nifios y personas con inmunodeficiencias, y es la causante
de la diarrea del viajero. Entre los principales factores de virulencia de EAEC se
encuentra la proteina autotransportadora Pic, la cual juega un papel importante durante
la colonizacion del epitelio intestinal del hospedero. Recientemente, se demostré que Pic
tiene una actividad dual como secretagogo de mucinas en células caliciformes,
independiente de su motivo serin proteasa y su actividad como mucinasa dependiente
de su motivo serin proteasa. En ese trabajo también se describio el mecanismo molecular
para la secrecion rapida de mucinas relacionada con la via PLC/DAG-IP3/Calcio. Sin
embargo, hasta ahora se desconoce el receptor de la célula caliciforme que se une a Pic
para desencadenar la via de sefalizacion de PLC. Por ello, consideramos importante
determinar cual es el receptor que desencadena dicha via de sefializacién, asi como cual
es la secuencia motivo en Pic que reconoce dicho receptor. Para hacerlo, primero
hicimos un andlisis in silico en el que realizamos el modelaje tridimensional del dominio
pasajero (DP) de Pic, para posteriormente, hacer acoplamientos moleculares con los
receptores candidatos (A1R, ALX/FPR2, P2Y2R, PAR2 y EGFR) que se unieran al DP
Pic y asi, también saber en qué motivos de la secuencia de DP Pic es donde se unen
dichos receptores. Las interacciones moleculares que encontramos fueron: A1IR y PAR2
con el subdominio d1 mientras que ALX/FPR2, P2Y2R y EGFR interaccionan con el
subdominio d2 de Pic. Entre todos los acoplamientos, identificamos que el que tenia
mayor afinidad en la interaccion fue el receptor PAR2 con el subdominio d1 presentando
una energia de afinidad de —8.8 kcal/mol y su Kd de 3.6 x 10-7. Con estos resultados,
procedimos a construir una mutante de Pic, deletando el subdominio d1 del DP Pic
(PicAd1) mediante una PCR inversa. Esta mutante tiene 3,310 pares de bases de
longitud, y la proteina PicAd1 secretada tiene un peso molecular de 82.6 kDa. Los
analisis bioinformaticos nos indican que el mejor receptor candidato que se une a DP Pic
para la secrecion rpida de mucinas es PAR2. La construccion pTrcHis2B::picAd1 y los
ensayos in silico realizados en este proyecto serviran para identificar el receptor que se

une a DP Pic para desencadenar la via de sefializacion de secrecion rapida de mucinas.
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SUMMARY

Enteroaggregative Escherichia coli is associated with acute diarrhea in children,
persistent diarrhea in children and immunodeficient persons, and traveler's diarrhea.
Among its main virulence factors is an autotransporter protein termed Pic, which plays a
key role during the colonization of the host intestinal epithelium. Recently, it was reported
that Pic has dual activity as a mucin secretagogue in goblet cells, independent of its serine
protease motif, and as a mucinase, which is dependent on this motif. In that work was
also described that the molecular mechanism for the rapid secretion of mucins is related
to the PLC/DAG-IP3/Calcium pathway. However, the goblet cell receptor that binds to Pic
to trigger the PLC signaling pathway is so far unknown. Therefore, we consider to
determine which is the receptor that triggers this signaling pathway, as well as the motif
sequence in Pic that recognizes this receptor. To determine this, we first carried out an in
silico analysis in which we performed three-dimensional modeling of the passenger
domain (PD) of Pic, to subsequently perform molecular dockings with the candidate
receptors (A1R, ALX/FPR2, P2Y2R, PAR2, and EGFR) that bind to the PD Pic. and thus,
also know which motifs of the PD Pic sequence are bound to these receptors. We found
that the probable molecular interactions interacted were: with A1R and PAR2 at the d1
subdomain, while ALX/FPR2, P2Y2R and EGFR interacted with the d2 subdomain. Within
all the molecular dockings, we identified that the one with the highest affinity of interaction
was the PAR2 receptor with the d1 subdomain presenting an affinity energy of —8.8
kcal/mol and its Kd of 3.6 x 10~7. With these results, we proceeded to construct a Pic
mutant, deleting the d1 subdomain of PD Pic (PicAd1) by inverse PCR. This mutant has
3,310 base pairs in length and the secreted PicAd1 protein has a molecular weight of
82.6 kDa. The bioinformatic analysis indicates that the best candidate receptor that binds
DP Pic for rapid mucin secretion is PAR2. The pTrcHis2B::picAd1 construct and the in
silico assays performed in this project will serve to identify the receptor that binds to DP

Pic to trigger the rapid mucin secretion signaling pathway.
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INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas son de gran importancia, debido a que son la primera causa
de muerte producida en nifios menores de cinco afios, ocasionando 1 millébn de muertes
cada afio segun lo reportado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Perin et
al., 2022). La diarrea infecciosa se adquiere predominantemente por via fecal-oral y por
la ingestion de agua y alimentos contaminados con microorganismos patdégenos. Entre
los agentes infecciosos asociados a la enfermedad diarreica se encuentran los rotavirus,
protozoos y las cepas diarrogénicas de Escherichia coli (E. coli) (Aranda-Michel and
Giannella, 1999).

La bacteria E. coli es un anaerobio facultativo predominante en la microbiota
colénica humana. Entre estas bacterias, existen diferentes patotipos que causan diarrea,
entre las cuales se encuentran: E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC),
E. coli de adherencia difusa (DAEC) y E. coli enteroagragativa (EAEC) (Nataro and
Kaper, 1998).

Escherichia coli enteroagregativa
EAEC es una causa comun de enfermedad diarreica en todo el mundo y se transmite
principalmente por la ingesta de bebidas y/o alimentos contaminados, y se asocia
frecuentemente con casos de diarrea persistente en nifios de paises en desarrollo e
industrializados, asi como con la diarrea del turista, siendo la segunda causa de muerte
en viajeros (Adachi et al., 2002; Liu et al., 2020). Se cree que la patogenia ocurre en el
ileon y el colon, donde las bacterias se adhieren y forman una biopelicula de agregacién
robusta (Liu et al., 2020). Los sintomas mas frecuentes son la diarrea liquida
acompafada de moco y en ocasiones sangre en las heces, dolor abdominal, nauseas
con vomito frecuente y a veces fiebre (Huang et al., 2006).

El modelo de patogenicidad para EAEC consta de tres etapas. La primera etapa
implica la adhesion de microorganismos a la mucosa intestinal mediante fimbrias de

adherencia agregativa (AAF); asi EAEC forma agregados asemejando “ladrillos
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apilados”, constituyendo una biopelicula con el moco secretado por las células
caliciformes. Durante la segunda etapa, hay hipersecrecion de moco intestinal,
manteniendo a los microorganismos inmersos en una matriz de gel que favorece la
colonizacion persistente. Finalmente, la tercera etapa implica la secrecion de proteinas
y toxinas con actividades enterotéxicas/citotoxicas que provocan alteraciones
histopatoldgicas (Kaper et al., 2004).

Entre los multiples factores de virulencia producidos por EAEC, la serin proteasa

Pic se ha implicado en la colonizacion bacteriana en virtud de su actividad mucinolitica.

Pic (proteina involucrada en la colonizacion intestinal)

La proteina involucrada en la colonizacion (Pic) esta codificada en el cromosoma de
EAEC y pertenece a la subfamilia llamada serin proteasas autrotransportadoras de la
familia Enterobacteriaceae (SPATE) (Henderson et al., 1999). Ademas, el gen pic
contiene dos genes orientados de manera opuesta en tandem dentro del gen pic,
denominado gen she. Este gen codifica las dos subunidades, setlB y setlA, de la toxina
ShET1 (Behrens et al., 2002).

Al ser miembro de las SPATE, Pic tiene 3 dominios ya establecidos: la secuencia
sefial, el dominio pasajero y la unidad de translocacién, y estos, estan relacionados en
la secrecidn de la proteina misma. La secuencia sefial permite el reconocimiento del
sistema sec para la translocacién de la proteina al periplasma. Una vez en el periplasma,
la unidad de translocacion forma un poro barril que se inserta en la membrana externa
de la bacteria, a través del cual se secreta el dominio pasajero de Pic (DP Pic). La
proteina Pic secretada tiene un peso molecular de 116 KDa (Navarro-Garcia and Elias,
2011).

Navarro-Garcia et al. (2010) analizaron el papel biolégico de Pic en un
ensayo in vivo utilizando el modelo de ileon del intestino de rata que ha sido util para
caracterizar las lesiones histopatoldgicas causadas por EAEC 042. Se observd que al
inocular la bacteria EAEC al modelo habia un aumento en la secrecion de mucinas, sin
embargo, si se inoculaba EAECAPIc la secrecion de mucinas se mantenia en niveles

basales. Del mismo modo, ocurria con Pic de Shigella flexneri y E. coli uropatégenica
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(UPEC).En otro estudio, Liu et al. (2020) analizaron los roles de Pic durante la infeccion
de EAEC utilizando colonoides humanos (modelo intestinal que comprende células
caliciformes y una gruesa barrera de mucina). Ellos demostraron la capacidad de Pic en
la degradacion de MUC2, pero al agregar PicS258A (mutante con una mutacion sitio
dirigida para eliminar la funcion mucinolitica) no existio un decremento de la MUC2, es
decir la actividad mucinolitica proviene del dominio serin proteasa.

Recientemente se reportdé que Pic, tiene una actividad dual, la primera es su
capacidad de secretagogo de moco independiente de su motivo serin proteasa y, la
segunda, la actividad mucinolitica dependiente de su motivo serin proteasa en células
caliciformes humanas que secretan MUC2 y MUCS5AC (Flores-Sanchez et al., 2020).
Interesantemente, Pic estimula la secrecién rapida de mucinas en las células caliciformes
al activar la via de calcio intracelular. La hipersecrecion de mucinas en células
caliciformes se produce por la activacion de la via de senalizacion del calcio (Davis and
Dickey, 2008). Cuando se activa la via de calcio intracelular tiene como resultado la
activacion de la sefal de transduccidon de fosfolipasa C (PLC). La PLC cataliza la
conversion de fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2) produciendo segundos mensajeros
como el DAG y el IP3. El IP3 es el mayor mediador en la liberacién de calcio intracelular
(Tran et al., 2016). Asi, la actividad dual de Pic, como secretagogo de moco y mucinasa,
es relevante en el contexto de la generacion de fuentes de carbono, y es la penetracion
de la capa de moco lo que permite que EAEC tenga acceso a las células epiteliales
(Flores-Sanchez et al., 2020).

Mucinas

Las mucinas son proteinas altamente glicosiladas que se caracterizan por su gran peso
molecular y su capacidad para formar geles viscoelasticos (Corfield et al., 2001). Su
composicién quimica tiende a ser mayoritariamente carbohidratos (mayor del 80%) y se
concentran en dominios denominados MUC (mucina). Estos dominios se construyen
sobre un ndcleo proteico de una secuencia de repeticion en tAndem conformado por los
aminoacidos prolina, serina y treonina (llamadas secuencias PTS) (Johansson, 2013).
Ademas, las mucinas contienen multiples dominios como los dominios tipo factor de

crecimiento epidérmico (EGF), regiones ricas en cisteina y los dominios D localizados en
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el amino y carboxilo-terminal que ayudan en la formacion del polimero, (Kufe, 2009).

Diferentes tipos de células pueden expresar a las mucinas que se encuentran en
contacto con ambientes agresivos, por ejemplo, las células gastricas, las células del
tracto respiratorio, las células intestinales etc., en este ambiente adverso las mucinas
tienen un papel importante en la homeostasis y en la sobrevivencia de las células
epiteliales (Hollingsworth & Swanson, 2004).

La clasificacion de las mucinas se divide en dos grupos: las mucinas de membrana
y las mucinas secretadas. Las mucinas de membrana (MUC1, 3, 4, 12, 13, 16, 17) son
proteinas que contienen dominios homdlogos a EGF. La liberacién de la mucina de
membrana al medio extracelular provoca que la mucina 12 actie como ligando en los
receptores de la familia de EGF y regular procesos como la inflamacién, proliferacion,
diferenciacion y motilidad celular (Hollingsworth & Swanson, 2004). Las mucinas
secretadas (MUC2, 5AC, 5B, 6) estan agrupadas en el cromosoma 11p15.5. MUC2,
MUCS5AC y MUC6 muestran una expresion importante en el epitelio de todo el tracto con
MUCS5AC y MUCS6 en el estomago y MUC2 en el intestino delgado y grueso. MUC5B
muestra una expresion importante en glandulas salivales y glandulas esofagicas, pero

niveles menores en epitelio gastrico y colorrectal (Corfield et al., 2001).

Células caliciformes

Las células caliciformes estan especializadas en la sintesis y secrecion de mucinas.
Adquirieron su nombre por su tipica apariencia de copa formada por los granulos de
mucina que llenan el citoplasma. Los ratones que carecen de MUC2 tienen el mismo
namero de células caliciformes, pero estas no tienen la forma tipica de las células
caliciformes (Hollingsworth and Swanson, 2004).

Las células troncales dan origen a todas las células epiteliales intestinales,
incluidos los enterocitos, células caliciformes, células de Paneth y células
enteroendocrinas. El linaje de enterocitos es el linaje celular primario y su via de
diferenciacion esta controlada por la sefializacién de Notch (Birchenough et al., 2015). Al
igual que el epitelio de la superficie intestinal, las células caliciformes se renuevan

continuamente a partir de las células troncales que se encuentran en la base de la cripta
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intestinal, su recambio celular ocurre normalmente entre 3y 7 dias (Barker, 2014).

Las células caliciformes de la superficie del colon secretan moco continuamente
y, por lo tanto, construyen una capa de moco extensa que recubre las células epiteliales
intestinales, cuya funcién principal es formar una barrera fisica que las protege de
patdgenos y materiales insolubles. Esta capa de moco se divide en dos subcapas: la
capa interna de moco que estd anclada a las células caliciformes y es altamente
organizada y estatificada, lo que impide que sea impenetrable para las bacterias. La
segunda subcapa de moco es la capa externa, la cual esta mas expandida debido a que
los poros que forman los polimeros de las mucinas son mas grandes permitiendo que
penetren bacterias comensales y ocupen a las mucinas como fuente de carbono. Al
presentarse una patologia como la colitis, la capa externa de moco se encuentra en
menor volumen permitiendo que las bacterias patdégenas penetren la capa interna y asi,
infectar a las células epiteliales intestinales. Por lo que esta capa de moco funciona como
primera linea de defensa del hospedero en el tracto intestinal (Birchenough et al., 2015).

Ensamblaje de MUC2 en las células caliciformes
Las células caliciformes del intestino delgado y grueso secretan principalmente a MUC2.
El ensamblaje de la mucina MUC2 comienza en el reticulo endoplasmético de la célula
caliciforme, donde las mucinas forman homooligbmeros mediante la formacion de
puentes disulfuro entre los dominios D del extremo amino-terminal. Las mucinas MUC2
forman dimeros mediante puentes disulfuro, a través de sus los dominios D4
ubicados en el carboxilo-terminal, ademas de sufrir N-glicosilaciones. Los dimeros son
translocados al aparato de Golgi, donde forman trimeros mediante los dominios D (D1-
D3) del amino-terminal que también unidos por puentes disulfuro, ademas de estar O-
glicosilados. Estos trimeros son empacados en los granulos secretorios y preparados

para su secrecion (Figura 1) (Birchenough et al., 2015).
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Figura 1. Ensamblaje de la mucina MUC2 en la célula caliciforme. Las mucinas MUC2 son
dimerizadas y N-glicosiladas en el reticulo endoplasmatico. Los dimeros se translocan al aparato
de Golgi para formar trimeros mediante sus dominios D del carboxilo-terminal y O-glicosilados.
Los trimeros son empacados en los granulos secretorios. ER, reticulo endoplasmatico; TGN, red

trans-Golgi (Birchenough et al., 2015).

Secrecién de mucinas

La secrecion de mucinas es regulada a través de dos procesos celulares: secrecion
constitutiva y la secrecion regulada o rapida. En la secrecion constitutiva la célula secreta
mucinas al medio a una concentracién muy baja y de manera continua y lenta. Para este
proceso no se necesita de un estimulo, mientras que, en la secrecion regulada o también
denominada rapida, se necesita un estimulo como los compuestos denominados
secretagogos gue transducen una sefial para liberar las vesiculas que contienen mucinas

a través de la activacion un receptor de membrana (Davis and Dickey, 2008; Deplancke



and Gaskins, 2001).

La secrecion rapida de las mucinas puede ser activada a través del aumento del
calcio intracelular, esto bajo la activacion de la sefial de transduccion de PLC, lo cual
produce segundos mensajeros como el DAG e IP3. El IP3 libera el calcio intracelular de
los reservorios del reticulo endoplasmético, mientras que el DAG activa a proteinas del
granulo secretorio (Rab3/27, VAMP8 y Syt2) para unirse con proteinas de la membrana
plasmatica (sintaxina, SNAP23, Munc13-2/4 y Muncl18b) y asi, permitir que el granulo
secretorio se fusione a la membrana plasmatica de la célula y permita la liberacion de las
mucinas (Adler et al., 2013; Flores-Sanchez et al., 2020).

Sin embargo, en el caso de la induccién de la secrecion por la Pic, aun no se
conoce el receptor de membrana que desencadena la via de sefalizacion antes
mencionada para permitir la secrecién rapida de mucinas. Hasta el momento se han
reportado dos grandes familias de receptores asociados a dicha secrecion: los
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y los receptores acoplados a tirosina cinasa,
sin embargo, cualquier otro receptor que sea capaz de activar a PLC y a su vez, aumentar

el calcio intracelular, son capaces de aumentar la secrecion de mucinas.

Receptor de adenosina Al
Los receptores adenosina (AR) son receptores acoplados a proteinas G (GPCR), de ellos
se han descrito 4 subtipos: A1R, A2AR, A2BR Y A3R (Fredholm et al., 2011).

En un estudio reciente se reportd que el receptor de adenosina Al (A1R) a través
de la via de PLC desencadena la liberacion de vesiculas secretoras de mucinas de
células caliciformes. Cuando a estas células se les agregaba su agonista, la adenosina,
la secrecion de mucinas se ve en aumento; al contrario de cuando se aplicaba un
pretratamiento con su antagonista DPCPX a diferentes concentraciones (1 uM a 20 pM).
Por lo tanto, el receptor A1R permite la secrecion regulada de mucinas (McNamara et
al., 2004).



Receptor 2 del péptido formilo/ Receptor de la lipoxina A4

Los receptores de péptidos de formilo (FPR) pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR) y son bien conocidos como receptores quimiotacticos
y receptores de reconocimiento de patrones (PRR) que reconocen péptidos formilados
derivados de bacterias y mitocondrias. Existen tres tipos de FPR humanos (FPR1, FPR2
y FPR3) y ocho tipos de FPR murinos (Fprl, Fpr2, Fpr3, Fpr-rs3, Fpr-rs4, Fpr-rs5 Fpr-
rsé y Fpr-rs7).

El receptor 2 del péptido formilo/ Receptor de la lipoxina A4 (ALX/FPR2) esta
involucrado en la secrecién rapida de mucinas que sigue la via de senalizacion de PLC
y la liberacion de calcio intracelular de los reservorios del reticulo endoplasmatico.
Lippestad et al. (2017) lo demostraron al agregar el agonista resolvina D1 (RvD1) a las
células caliciformes conjuntivales de rata, sin embargo, cuando se hace un
pretratamiento con el antagonista BOC2, la secrecion de mucinas se ve interrumpida,
todo esto analizado mediante microscopia confocal. Por lo tanto, ALX/FPR2 es un

receptor que libera las vesiculas secretoras mediante un estimulo.

Receptor purinérgico P2Y2

Los receptores purinérgicos P2 (P2Rs) estan compuestos por siete miembros del
receptor P2X (P2XR, P2X1R-P2X7R) y ocho miembros del receptor P2Y (P2YR; P2Y1R,
P2Y2R, P2Y4R, P2Y6R, P2Y11R-P2Y14R). Los receptores P2X son canales i6nicos
activados por ligandos y los receptores P2Y son receptores acoplados a proteinas G.
Interesantemente, se ha demostrado que el receptor purinérgico P2Y2 (P2Y2R) esta
involucrado en la liberacion de mucina de las glandulas secretoras (Shishikura et al.,
2016).

El P2Y2R induce la secrecion rapida de mucinas en células caliciformes al utilizar
el trifosfato de adenosina (ATP) como secretagogo. Las sefiales secretoras de mucina
fueron estimadas utilizando un ensayo de lectina ligada a enzimas y se observaron
sefales tipicas del 300 al 400% de la linea de base en respuesta a una exposicion de 30

min a ATP (100 M). Sin embargo, al utilizar antagonistas competitivos del receptor

8



P2Y2R como la suramina y AR-C118925XX inhibieron la secrecion de mucina inducida
por adenosina 5 -o-(3-tiotrifosfato) (ATP-S). Por lo tanto, el receptor P2Y2R esti

involucrado en la secrecion regulada de mucinas.

Receptor activado por proteasa 2

Los receptores activados por proteinasa (PAR) son una familia de receptores de siete
dominios transmembranales acoplados a proteina G, que actualmente consta de cuatro
miembros. PAR1, PAR3 y PAR4 son receptores de trombina mientras que PAR2 es un
receptor de tripsina, triptasa de mastocitos, factores de coagulacion Vlla y Xa, y
posiblemente proteasas desconocidas. La activacion de PAR se logra mediante el
desenmascaramiento proteolitico de la secuencia activadora del receptor criptico N-
terminal, que posteriormente, se une al cuerpo del receptor como un ligando anclado
(Kawabata, 2002).

El receptor activado por proteasa 2 (PAR2), también pueden activarse
especificamente mediante péptidos sintéticos aplicados de forma exégena de cinco a
seis aminoacidos (SLIGRL y SLIGKV para PAR2 murino y humano, respectivamente).
La via de sefalizacion comun que sigue a la activacién de distintos PAR se desencadena
por la activacién de PLC a través de la proteina Gg/11, aunque cada PAR también puede

activar otras vias de transduccion de sefiales distintas (Kawabata, 2003).

PAR2 desempefia un papel en la hipersecrecion de mucinas. Esto se demuestra
cuando a las células caliciformes se les aplica un tratamiento con la proteasa similar a la
tripsina (HAT), agonista de las respuestas celulares inducidas por PAR2, aumentando la
secrecion de mucinas MUC5AC. Sin embargo, cuando se aplica un pretratamiento con
el inhibidor del receptor, el inhibidor de PLC (U73122) o el quelante de calcio intracelular
(BAPTA-AM) atenua la secrecion de mucinas. En conjunto, estos resultados indican que
HAT puede estimular la hipersecrecion de MUC5AC a través de una via de sefalizacion
mediada por PAR2 (Liu et al., 2013).



Receptor factor de crecimiento epidérmico

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) induce la hipersecrecion de
mucinas en ceélulas caliciformes al estimularlo con RvD1, mostrando un aumento en el
calcio intracelular. Sin embargo, cuando se utiliza un pretratamiento con un inhibidor de
EGFR (AG1478) se bloquea el aumento del calcio intracelular. La via de sefalizacién
gue se desencadena para la hipersecrecion de mucinas es cruzada mediante el receptor
ALX/FPR2 al unirse con su ligando (RvD1), activa la metaloproteasa ADAM17 para
liberar al factor de crecimiento epidérmico (EGF). El EGF liberado se une al EGFR para
activar AKT y ERK 1/2 (Kaye et al., 2019).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Escherichia coli enteroagragativa (EAEC) estd asociada con diarrea aguda en nifios y
adultos, diarrea persistente en nifios y personas con inmunodeficiencias, y causante de
la diarrea del viajero. Entre los principales factores de virulencia de EAEC se encuentra
la proteina autotransportadora Pic, la cual juega un papel importante durante la
colonizacion del epitelio intestinal del hospedero. Previamente, nuestro grupo encontré
gue Pic puede ser el factor que provoca una de las caracteristicas de la infeccion por
EAEC detectada en biopsias intestinales, la formacién de una biopelicula de bacterias
inmersas en una capa de moco intestinal.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion también demostré que Pic tiene
una actividad dual como secretagogo de moco en células caliciformes y mucinasa
dependiente de su motivo serin proteasa. Ademas, en este mismo estudio, se dilucidé
parte del mecanismo molecular para la secrecion rapida de mucinas que incluye una
sefalizacion por la via PLC/IP3-DGA/Calcio (Flores-Sanchez et al., 2020). Sin embargo,
hasta ahora se desconoce cual es el receptor de la célula caliciforme que se une a Pic
para desencadenar la via de sefializacion de PLC. Por ello, consideramos importante
determinar cudl es el receptor que desencadena la via de sefializacién para la secrecién
de mucinas en las células caliciformes al estimularlos con la proteasa Pic, asi como cual

es la secuencia motivo en Pic que es reconocida por dicho receptor.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Identificar el receptor y la secuencia que reconoce cuando Pic de EAEC se une a las

células caliciformes.
Objetivos especificos:

1. Evaluar los receptores candidatos (P2Y2R, PAR2, A1R, ALX/FPR2 y EGFR)
mediante acoplamientos moleculares con Pic.

2. ldentificar el pocket del receptor que se une a Pic.

3. Disefiar mutantes en los motivos detectados en los acoplamientos moleculares

para evaluar la interaccién Pic-célula caliciforme.
MATERIALES Y METODOS

Modelo de estructura

Las estructuras tridimensionales de la proteina DP Pic y P2Y2R fueron modeladas
utilizando sus secuencias de aminoacidos descritas por Henderson et al. (1999) (No. de
acceso: Q7BS42) y Parr et al. (1994) (No. de acceso: P4123) mediante el servidor de
prediccidn de estructuras Phyre 2.0 (Kelley et al., 2015).

Identificacion de los subdominios de DP Pic

Los subdominios del dominio pasajero (DP) de Pic fueron identificados por homologia

tridimensional mediante la plataforma Dali server (Holm, 2020).

Analisis de validacion de moléculas para el acoplamiento molecular

Los receptores candidatos PAR2 (PDB:5NDZ), ALX/FPR2 (PDB:6LW5), AlR
(PDB:5UEN) y EGFR (PDB:11VO) fueron descargados de la plataforma RCSB PDB
(http://www.rcsb.org/pdb/). Tanto las moléculas de los receptores como los dominios de

DP Pic fueron validados con el servidor MolProbity (Davis et al., 2007).
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Acoplamiento molecular

Los acoplamientos moleculares de cada uno de los receptores con los subdominios de
DP Pic fueron realizados con el servidor HDock (Yan et al., 2020) y Prodigy server (Xue
et al., 2016).

Cepas bacterianas

Durante este estudio fueron utilizadas las cepas HB101 pTrcHis2B:pic (Flores-Sanchez
et al., 2020) y HB101/ppicS258! (Navarro-Garcia et al., 2010). Estas cepas fueron
crecidas en medio Luria Bertani (LB) toda la noche a 37°C, cuando fue necesario se
agrego ampicilina (100 pg/ml) o tetraciclina (15 pg/ml).

Construccion de pTrcHis2B::picAdly pTrcHis2B::picAd2

pTrcHis2B::picAd1 (PicAd1) fue derivado a partir de pTrcHis2B::pic (Pic) obteniéndolo
mediante una PCR usando los oligonucleétidos PicAd1F y PicAd1R descritos en la Tabla
1, ambos primers contienen sitios Avrll para permitir la circularizacion del plasmido.
Posteriormente, los productos de PCR obtenidos fueron purificados utilizando el kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Hilden, Alemania). Estos productos de PCR purificados
se cortaron con la enzima de restriccion Avrll para finalmente ser ligados con la ligasa
T4.

Tabla 1 Oligonucleétidos utilizados en este estudio.

Oligos Secuencia

PicAd1F 5'- CGT GCC TAG GAC TAG TCT GAA CTG GAC ATA CGA CAA-3'

PicAd1R 5'- GCA CCC TAG GAG ATC TAA TAC CCG CCT GGG ATA TCT-3'

PicAd2F 5'- GTG CCC TAG GAC TAG TAT CTT TCA TGG TCA GCT GAC-3'

PicAd2R 5'- CCG ACC TAG GAG ATC TAT CCA GTA AAA GCT GGG ATT-3'
picpTrcF 5'- CCG CTC GAG CAT GAA TAA AGT TTATTC TCT TAAATA TTG CC -3'
picpTrc-R 5'- CCG GAA TTC TCA GAA CAT ATA CCG GAA ATT CGC GTT -3'
pTrcHis2B 5'- GAG GTA TAT ATT AAT GTA TCG -3'

Obtencion de células competentes por el método de CaCl2

La cepa HB101 fue inoculada en 3 ml de medio LB durante 16 h a 37°C/160 rpm. A partir
de este cultivo, se utilizaron 4 ml para inocular un matraz con 100 ml de medio LB y se
incubo bajo las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad 6ptica (D.O.s00 nm) €ntre

0.6 y 0.8. Al alcanzar la D.O. deseada, el cultivo fue centrifugado a 2,350 x g durante 15
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minutos a 4°C. El paquete celular obtenido fue resuspendido en 4 ml de MgCl2 0.1 My
se mantuvo en hielo durante 10 minutos. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado como
se describié anteriormente, el paquete celular fue resuspendido en 4 ml de CaCl; 0.1 M
frio y fue incubado en hielo durante 1 hora. las bacterias fueron centrifugadas nuevamente
y resuspendidas en 4 ml de CaCl.. Las células competentes, se distribuyeron en
alicuotas de 100 ul, en tubos Eppendorf de 0.6 ml. Para conservar las bacterias

competentes, agregar 20% de glicerol estéril y almacenar a —70°C.

Transformacién de bacterias HB101 competentes con el plasmido
pTrcHis2B::picAd1

Las bacterias E. coli HB101 competentes se les afiadi6 5 pl del plasmido
pTrcHis2B::picAd1 y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. Pasado los 30 minutos,
se colocaron a 42°C durante 1 minuto y rapidamente se regreso a hielo por 10 minutos.
Posteriormente, se les agreg6 800 ul de medio LB y se dej6 incubando a 37°C durante 1
hora. De manera subsecuente, las bacterias se centrifugaron a 1,380 x g durante 3
minutos. El sobrenadante se decanto, la pastilla se resuspendié con 100 pl de medio LB,
se plaqueo6 en medio LB sélido adicionado con ampicilina (100 pg/ml), y se incub6 a 37°C
durante 24 horas. Pasadas las 24 horas, las colonias que crecieron fueron sembradas
en parches en una placa de medio LB solido adicionado con ampicilina (100 pug/ml), para
seleccionar las clonas que tienen el plasmido pTrcHis2B::picAd1. Para verificar que estas
clonas contengan los plasmidos antes mencionados, se realiz6 una PCR a cada una de
las clonas con los oligos pic-pTrcF y pic-pTrc-R descritos en la Tabla 1 y el amplificado

fue corrido en un gel de agarosa al 1%.

Purificacion de PicAd1l

Las proteinas Pic y PicAd1 fueron purificadas como se reportd anteriormente (Navarro-
Garcia et al., 2010). Brevemente, las clonas minimas HB101/pTrcHis2B::picAd1 y
HB101/ pTrcHis2B::picAd2 fueron cultivadas en medio LB con 100 pg/ml de ampicilina,
durante 16 h en agitacion. Posteriormente, las bacterias fueron centrifugadas a 2,240 x
g durante 20 min, el sobrenadante fue concentrado de 150-200 veces en un filtro Amicon
de 50,000 MWCO (Millipore, Billerica, MA).
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Secuenciacion de picAdl

A partir del ADN plasmidico de E. coli HB101/pTrcHis2B::picAd1 clona 12 se realiz6 una
PCR utilizando el oligo pTrcHis2B y el kit de secuenciacion de ciclos BigDye™
Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Posteriormente, el
producto de PCR fue purificado con el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Hilden,
Alemania). EI ADN plasmidico purificado se pas6 a una columna y ésta fue centrifugada
a 1,380 x g durante 3 minutos. La columna se sec6 durante 15 minutos en el spit back.
Finalmente, se secuencié con ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA).

RESULTADOS

Modelado tridimensional del DP Pic en Phyre?

La proteasa Pic de EAEC aun no ha sido cristalizada, por lo cual realizar el modelo
tridimensional fue esencial para evaluar la interaccion molecular de Pic con los
receptores candidatos, in silico. El modelo fue generado a partir de la secuencia de Pic
reportada por Henderson et al. (1999), seleccionamos Unicamente la secuencia del
dominio pasajero (DP) de Pic (residuos 56 al 1095) y posteriormente, modelamos
mediante la herramienta de biologia computacional, Phyre?, disponible en el dominio
publico para predecir estructuras tridimensionales y analisis funcionales adicionales. El
templado seleccionado fue la estructura cristalizada de la proteina A extracelular (SepA)
de Shigella flexneri (PDB:5J44) con una indice identidad del 86%.

El modelo tridimensional de DP Pic (Figura 2) comprende 1039 aminoacidos, en
su amino terminal se encuentra el subdominio 1 (d1) (residuos 56-318), seguido de una
B-hélice estructural (residuos 319-1009) interrumpida por estructuras globulares que
corresponden al subdominio 2 (d2) (residuos 530-616), subdominio 3 (d3) (residuos 724-
756), a-hélice (residuos 892-917) y, por ultimo, en su carboxilo terminal, el subdominio 4
(d4) (residuos 1010-1095).

Andlisis de la estructura tridimensional de DP Pic

Con la finalidad de identificar las actividades efectoras de los subdominios del DP Pic,
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procedimos a hacer un analisis comparativo con los dominios de otras proteinas
reportadas en RCSB PDB mediante la plataforma DALI server. Como resultado
obtuvimos que el subdominio d1 de DP Pic tiene similitud estructural con la tripsina
(PDB:1CEb) mientras que el dominio 2 fue estructuralmente similar a la quitinasa (PDB:
7C92) y finalmente, el dominio 4 fue similar al dominio autochaperona. Sin embargo, al
dominio 3 no se le encontré similitud estructural con dominios de otras proteinas

reportadas.

1095

0
wn

Figura 2. Estructura tridimensional del dominio pasajero de Pic y su representacion
esquematica. (A). Modelo tridimensional del DP Pic nativo. Este modelo fue generado utilizando
la prediccion de la estructura en Phyre? y fue basado en la secuencia identificada por Henderson
et. al., 1999. (B). Dentro del DP Pic (residuos 56 a 1095) y proyectandose de la B-hélice (verde)
se pueden identificar cuatro subdominios. Subdominio 1 (d1, azul), subdominio 2 (d2, rojo),
subdominio 3 (d3, magenta), a-hélice (naranja) y subdominio 4 (d4, cyan) como se indican en la

representacion esquematica.
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Acoplamientos moleculares

Con la finalidad de realizar los acoplamientos moleculares, primero realizamos una
revision bibliografica para seleccionar los receptores candidatos que activan la via de
sefalizacion de PLC (Tabla 2), que podrian estar involucrada en la secrecion de mucinas
inducidas por Pic. A partir de estas estructuras, obtuvimos también los ligandos que

sirvieron como control en los acoplamientos moleculares con DP Pic.

Tabla 2. Receptores candidatos ocupados para los acoplamientos moleculares con DP
Pic.

Receptor PDB Referencias
Receptor de adenosina Al (A1R) 5UEN (Glukhova et al., 2017)
Receptor activado por proteasa 2 (PAR2) 5NDZ (Cheng et al., 2017)
Receptor 2 del péptido formilo/ Receptor de la
o 6LW5 (Chen et al., 2020)
lipoxina A4 (ALX/FPR2)
o Modelado En este trabajo
Receptor purinérgico P2Y2 (P2Y2R)
en Phyre? (Parr et al., 1994)

Receptor factor de crecimiento epidérmico (EGFR) 1IvVO (Ogiso et al., 2002)

Los acoplamientos moleculares se hicieron con 2 plataformas: HDock server,
plataforma en linea que nos predice los aminoacidos que se unen tanto del receptor
como del ligando y Prodigy server, plataforma en linea que nos indica la energia de
afinidad del acoplamiento y la constante de disociacion; ambos valores nos reportan si

el acoplamiento molecular puede ser espontaneo.

Acoplamiento molecular del receptor A1Ry DP Pic

El primer acoplamiento que hicimos fue la interacciébn molecular del receptor A1R y su
ligando (DU1), debido a que Glukhova et al. (2017) reportaron cuales son los
aminoacidos de este receptor que se unen con DU1. Asi, utilizamos este acoplamiento
como control para las siguientes interacciones de A1R con el DP Pic y con cada uno de
sus subdominios y B-hélices.

En el acoplamiento control (A1R y DU1) observamos la interaccién del receptor
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A1R (gris) y su ligando DUl (naranja) junto con los aminoécidos de A1lR que
interaccionan con dicho ligando y que son reportados en la literatura marcados en verde
(Figura 3A). Cabe destacar que la interaccion fue inicamente en la cadena A del receptor
A1R. Al hacer un acercamiento al sitio de interaccién (Figura 3B) observamos a todos
los aminoacidos presentes en la interaccion con DU1, marcados en verde a los que
corresponden al mismo aminoacido y en la misma posicion con lo ya reportado en la
literatura. Por lo tanto, podemos usar este acoplamiento como control para las siguientes
interacciones de A1R con DP Pic.

En las siguientes Tablas, optamos por tener el mismo sistema de colores para los
aminoacidos identificados, en verde son los aminoacidos del receptor que estan en la
misma posicion reportada en la literatura, mientras que en amarillo estan los aminoacidos
gue estan en una posicidn cercana a lo ya reportado.

En la Tabla 3, reportamos los aminoacidos identificados por HDock server, que
podrian participar en las interacciones moleculares del receptor A1IR y DU1/DP Pic
completo. Identificamos todos los aminoacidos del receptor A1R que se unen al ligando
y que han sido reportados literatura (marcados en verde), siendo este nuestro control
para los siguientes acoplamientos. Cuando hicimos el acoplamiento molecular de A1R
con DP Pic, identificamos 4 aminoacidos iguales a los reportados en la literatura, pero
en una posicién cercana (marcados en amarillo). Ademas, mediante Prodigy server,
calculamos la energia de afinidad, AGscore y las constantes de disociacion cada uno de
los acoplamientos. La energia de afinidad nos dio como resultado —10.8 Kcal/mol y
AGscore 55.4 para la interaccion A1IR Y DU1, mientras que para la interaccion A1R y DP
Pic fueron de —13.2 Kcal/mol y la constante de disociacion, 2.2 x 10719 M. Por lo tanto,
ambos acoplamientos pueden ocurrir en la naturaleza.

Sin embargo, cuando hicimos los acoplamientos con cada uno de los subdominios
de DP Pic (Tabla 4) observamos que el mejor acoplamiento posible entre A1R fue con el
subdominio d1, ya que identificamos cuatro aminoacidos del receptor (marcados en
amarillo) que se unen en una posicion cercana a lo reportado en la literatura, por lo tanto,
A1R posiblemente interacciona con d1 de DP Pic. Ademas, el valor de la energia de
afinidad de este acoplamiento fue de —11.4 Kcal/mol y su constante de disociacion fue

de 4.7 x 10° M, sugiriendo que esta unién puede ocurrir espontaneamente. Mientras que
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en los subdominios d2, d3 y d4, identificamos solamente 3, 1 y 2 aminoé&cidos (en

amarillo), respectivamente (Tabla 4).

Tabla 3. Acoplamientos moleculares de A1Ry DU1/DP Pic.

Literatura? Ligando (DU1)® DP Pic®

Y12
L88
F171
M177
M180
w247
L250
N254
L253
T257
T270
Y271
1274

Energia de afinidad
AG (Kcal/mol)

F183-748

L245-F854

L248-F854

1256-L858

-13.2

Kd (M) a 10
AGscore 55.4 o5o( 2.2x10

aAminoacidos de A1R gue interaccionan molecularmente con DU1 (Glukhova et al., 2017).
®Todos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Adicionalmente, reportamos en la Tabla 5, los acoplamientos moleculares
realizados con cada uno de los segmentos de las B-hélices y la a-hélice del DP Pic,
siendo el mejor acoplamiento con la 3-hélicel, ya que identific6 4 aminoacidos en una
posicion cercana (en amarillo) del receptor. Ademas, de tener valores de —7.4 Kcal/mol
y 410 x 10°% M, para la energia de afinidad y la constante de disociacion
respectivamente, indicando que este acoplamiento puede ser espontaneo. Mientras que
los acoplamientos con a-hélice, B-hélice2, B-hélice3 y B-hélice4, identificaron solamente
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1, 2, 2 y 2 amino&cidos del receptor, respectivamente.

Tabla 4. Acoplamientos moleculares de A1R y los subdominios del DP Pic.

H b
Ligando d1° d2° 43 4P

1 a
Literatura DU1

Y12
L88
F171
M177
M180
w247
L250
N254
L253
T257
T270
Y271
1274

Energia de
afinidad AG -10.8 -11.4 -10.4 -7.9 -8.6
(Kcal/mol)

L61-Y685  L99-L968
F185-M955

L245-Y187 L276-N508
N280-Q185
L248-K150  L300-F493

1272-N230 1286-1490

Kd (M) a

250 4.7 x 107° 24x108% 1.7x10°% 510x107

AGscore 55.4

aAminoacidos de A1R que interaccionan molecularmente con DU1 (Glukhova et al., 2017).

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Debido a que los mejores acoplamientos moleculares con el receptor A1R fueron con
el subdominio d1 y la B-hélicel, hicimos un acoplamiento con A1R y el conjunto del
subdominio d1 y la B-hélicel reportado en la Tabla 6. Sin embargo, solo identificamos 2
aminoacidos (en amarillo) en una posicidon cercana a lo reportado en la literatura,
sugiriendo que estos dos segmentos en su conjunto disminuyen la interaccién con el

receptor.
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Tabla 5. Acoplamientos moleculares de A1R y B-hélices/a-hélice.

Ligando®

Literatura? a-héliceP

B-hélicel®

B-hélice2”

B-hélice3®

B-hélice4®

Y12

L88

L99-V563

L96-F748

L99-A864

F171

F183-L295

F186-G583

F183-T709

M177

M180

w247

L250

L245-Y435

N254

N304-R908

L253

L248-Y435

T257

T270

Y271

1256-R415

|

1274

1256-R415

Energia de
afinidad
AG
(Kcal/mol)

-10.8 -7.4

-11.3

-12.1

-12.4

Constante
de
55.4 disociacién
Kd (M) a
25°C

AGscore 4,10 x 107

5.6 x 10°°

1.8x 107

1.2x10°

7.4 x 10710

aAminoacidos de ALR que interaccionan molecularmente con DU1 (Glukhova et al., 2017).

®Todos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.
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Tabla 6. Acoplamientos moleculares de A1Ry d1/B-hélicel.

Literatura

Y12

L88

F171

M177

M180

w247

L250

di-p-
hélicel

Ligando (DU1)

L113-A573
F144-T489

N254

L253

T257

T270

Y271

1274

"

Energia de afinidad
AG (Kcal/mol)

-10.8 -16.6

AGscore

Constante de
55.4 disociacion Kd 6.7 x 10713
(M) a 25°C

aAminoacidos de ALR que interaccionan molecularmente con DU1 (Glukhova et al., 2017).

®Todos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Asi, el mejor acoplamiento molecular de A1R (gris) fue con el subdominio d1 (azul)

(Figura 3C) y, al igual que su acoplamiento con el ligando DU1 (naranja) (Figura 3A, 3B),

se une a la cadena A del receptor. Al hacer un acercamiento al sitio de interaccion (Figura

3D), observamos 4 aminoacidos presentes en la interaccion con el subdominio d1 en una

posicién cercana (en amarillo) a lo ya reportado en la literatura para el ligando endogeno.
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Figura 3. Complejo de acoplamiento molecular e interacciones del receptor A1R y su
ligando DU1 o d1. (A). Modelo tridimensional del acoplamiento molecular de A1R y DU1L. Las
moléculas A1R y DUl estan coloreadas en gris/verde y naranja, respectivamente. (B).
Interacciones de aminoacidos del receptor A1R (verde) con su ligando DU1 (naranja). (C).
Modelo tridimensional del acoplamiento molecular de A1R (gris/amarillo) y d1 (azul). (D).
Interacciones de aminoacidos del receptor A1R (amarillo) con d1 (azul). Los aminoacidos
marcados en verde corresponden a los reportados en la literatura, el mismo aminoacido y en
la misma posicion, mientras que, en amarillo, mismo aminoacido, pero en una posicion muy
cercana. Las interacciones del todos los acoplamientos fueron realizados por la plataforma
HDock.
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Acoplamiento molecular del receptor ALX/FPR2 y DP Pic

El segundo receptor candidato fue ALX/FPR2, el acoplamiento molecular que ocupamos
como control para este receptor (gris) fue con su ligando, WKYMV (naranja) (Figura 4A).
Al hacer un acercamiento al sitio de interaccion mediante el analisis con HDock (Figura
4B), identificamos todos los aminoéacidos del receptor ALX/FPR2 que interaccionan con
su ligando (en verde), a excepcion de un aminoacido que fue identificado en una posicién
cercana (en amarillo) comparado a lo reportado por Chen et al. (2020).

El analisis de las interacciones de ALX/FPR2 con su ligando (WKYMV) y el DP
Pic son detallados en la Tabla 7. El acoplamiento molecular ALX/FPR2 con su ligando
WKYMV fue utilizado como control, puesto que identificamos con HDock a la mayoria de
los aminoacidos reportados en la literatura (en verde) y a un aminoacido que esta en una
posicion cercana (en amarillo). De éstos, unicamente 2 aminoacidos (F110 y W254) no
fueron identificados por nuestro acoplamiento. Con respecto, a la energia de afinidad y
AGscore, los valores obtenidos en este acoplamiento fueron de —6 Kcal/moly 4.1 x 1075,
respectivamente. Al identificarse la mayoria de los aminoacidos del receptor que
interaccionan con WKYMYV por nuestro acoplamiento, procedimos a utilizar este como
control para los préximos acoplamientos de ALX/FPR2 y el DP Pic.

Al realizar el acoplamiento molecular de ALX/FPR2 con DP Pic, identificamos 6
amino&cidos que se encuentran en una posicion cercana a lo reportado (en amarillo).
Ademas, en este acoplamiento reportamos los valores de la energia de afinidad y
constante de disociacion siendo favorables: -14.6 Kcal/mol y 2 x 107! M,
respectivamente.

En el analisis de los acoplamientos moleculares de ALX/FPR2 con cada uno de
los subdominios de DP Pic (Tabla 8), observamos que el subdominio d2 es el mejor
candidato posible para el acoplamiento con ALX/FPR2, ya que identificamos 2
aminoacidos del receptor reportados en la literatura por su interaccion con el ligando (en
verde) y 5 aminoacidos que estdn en una posicion cercana (en amarillo); siete
aminoacidos en total. Ademas, la interaccion de ALX/FPR2 con d2 puede ocurrir en la
naturaleza debido a que la energia de afinidad nos da un valor de —12.2 Kcal/mol y una

constante de disociacion de 2 x 10711 M.
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Tabla 7. Acoplamiento molecular del receptor ALX/FPR2 y WKYMV/DP Pic

Literatura? DP Pic®
F5
V105
D106
L109 L100-Y161
F110 F96-N56

V113 V160

L164
F178
F180
L198
R201
R205
W254
F257
L268
M271
D281
N285
F292

Energia de afinidad
AG (Kcal/mol)

Ligando (WKYMV)P

V104-A162

L154-T144
F161-Y161

L162-G75

|
o
o

-14.6

AGscore 4.1 x 10°° Kd (M) a 25°C 2x 1071

aAminoacidos de ALX/FPR2 que interaccionan molecularmente con WKYMV (Chen et al.,
2020).

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

De la misma manera que los acoplamientos con los subdominios de DP Pic,
evaluamos los acoplamientos de ALX/FPR2 y las B-hélices/a-hélice del DP de Pic (Tabla
9), asi observamos que las interacciones de ALX/FPR2 con la 3-hélice2 y la B-hélice4,
se identificaron 7 aminoacidos que estan en una posiciéon cercana (en amarillo) al
reportado en la literatura. Ademas, estas interacciones pueden ser espontaneas debido
a que los valores de la energia de afinidad y constante de disociacion corresponden a

-11.7 Kcal/mol y 2.7 x 10™° M, respectivamente del acoplamiento de ALX/FPR2 y B-
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hélice2 mientras que en el acoplamiento de ALX/FPR2 y (-hélice4 obtuvimos un valor de

energia de afinidad de —10.3 Kcal/mol y la constante de disociaciéon fue 3 x 1078 M.

Tabla 8. Acoplamientos moleculares del receptor ALX/FPR2 y subdominios del DP Pic.

Literatura? d1P d2° d3P d4°
F5 F53-Y76 F53-F675 F37-P967
V105 V104- V83-F980
K156
D106
L109 L100-L154 L69-V686 L78-L968
F110 F96-N153 F93-N1004
V113 V160
L154-Y685
F161- F163-1506
D149
BTN 0 Emmm
L198 L154- L162-S509
V157
R201 R190-L525
R205
W254
F257
L268
M271
D281
N285
F292 F293-S1026
Energia de
afinidad AG -6.0 ~12.2 -10.2 -5.9 —6.9
(Kcal/mol)
AGscore 4.1 x 10-5 K%g@a 11 x10° 32x10°  4.4x10°5 9.3 x 10°

aAminoacidos de ALX/FPR2 que interaccionan molecularmente con WKYMV (Chen et al., 2020).

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.
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Tabla 9. Acoplamientos moleculares del receptor ALX/FPR2 y las B-hélice/a-hélice del DP

Pic.

Ligando®

1 a
Literatura WKYMV

a-hélice®

B-hélicel®

B-hélice2®

B-hélice3®

B-hélice4®

F5

F37-A342

F53-1618

F53-S878

V105

V127-N857

V104-N300

V104-N627

V104-A869

D106

L100-T871

L109

L100-A342

L100-N627

F110

F96-H365

F96-D889

V113 V160

V131-S846

V147-P623

V147-A865

L154-N296

L158-Q609

L154-E905

L164
F178

F163-T668

F161-D907

F180 _

L198 _

L162-S651

R201 _

R205 _

R238-L858

R241-S823

W254

F257

L268

L290-P797

M271

M300-S769

D281

D308-E860

N285

F292

F309-Y862

F293-L767

Energia de
afinidad AG
(Kcal/mol)

—6.0

-7.8

-12.9

-11.7

-10.3

-10.5

Kd
AGscore 4.1 x10°°

(M) a
25°C

1.9x 10

3.2x 1010

2.7 x10°°

3x 108

1.9x10°8

aAminoacidos de ALX/FPR2 que interaccionan molecularmente con WKYMV (Chen et al., 2020).

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

El analisis usando HDock mostré6 que los mejores acoplamientos moleculares de

ALX/FPR2 fueron con el subdominio d2, la B-hélice2 y B-hélice4, por lo cual hicimos un

acoplamiento entre este receptor y el conjunto del subdominio d2 y la B-hélice2 (Tabla

10), sin embargo, solo identificamos 7 aminoacidos (en amarillo) en una posicién cercana

a lo reportado en la literatura.
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Tabla 10. Acoplamiento molecular de ALX/FPR2 y el conjunto de d2- B-hélice2 del DP Pic.

Ligando
WKYM

Literatura d2-B-hélice2

F53-F565

F5
V105
D106
L109
F110 F96-Q568
V113 V160 V139-K476
L164 L154-S617
F178 F161-H615
F180
L198
R201
R205
W254
F257
L268
M271
D281
N285
F292

Energia de afinidad AG
(Kcal/mol)

L100-E632

L158-A616

-6.0 -9.1

Kd (M) a

-7
2500 2.1 x10

AGscore 4.1 x10°°

aAminoacidos de ALX/FPR2 que interaccionan molecularmente con WKYMV (Chen et al.,
2020)

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Al comparar todos los acoplamientos de ALX/FPR2 observamos que el mejor
acoplamiento molecular de este receptor (gris/verde/amarillo) fue con el subdominio d2
(rojo) (Figura 4C). Al hacer un acercamiento al sitio de interaccion (Figura 4D),
observamos 2 aminoacidos presentes en la interaccion con el subdominio d2, estos
identificados la misma posiciébn (en verde) a lo ya reportado en la literatura y 3

aminoacidos que se encuentran en una posicion muy cercana (en amarillo).
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Figura 4. Complejo de acoplamiento molecular e interacciones del receptor ALX/FPR2

y su ligando WKYMV o d2. (A). Modelo tridimensional del acoplamiento molecular de
ALX/FPR2 y su ligando WKYMV. Las moléculas ALX/FPR2 y WKYMYV estan coloreados en
gris/verde y naranja respectivamente. (B). Interacciones de aminoécidos del receptor
ALX/FPR2 (verde) con WKYMV (naranja). (C). Modelo tridimensional del acoplamiento
molecular de ALX/FPR2 (gris/verde/amarillo) y d2 (rojo). (D). Interacciones de aminoacidos
del receptor ALX/FPR2 (verde/amarillo) junto con d2 (rojo). Los aminoacidos marcados en
verde corresponden a lo reportado en la literatura, el mismo aminoacido y en la misma
posicion, mientras que, en amarillo, mismo aminoacido, pero en una posicion muy cercana.

Las interacciones del todos los acoplamientos fueron realizados por la plataforma HDock.
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Acoplamiento molecular del receptor PAR2 y DP Pic

El cuarto candidato a receptor de Pic en células caliciformes, es PAR2. El acoplamiento
molecular control que utilizamos para PAR2 (gris/verde) fue con su ligando 8UN (naranja)
(Figura 6A). Al hacer un acercamiento a dicha interaccién (Figura 6B), identificamos
todos los aminoé&cidos del receptor que interaccionan con 8UN (en verde) reportados por
Cheng et al. (2017), a excepcion de uno (C161).

El analisis de los aminoacidos de PAR2 que interaccionan con 8UN y el DP Pic
completo son mostrados en la Tabla 15. En el acoplamiento control (PAR2-8UN)
identificamos 6 aminoacidos reportados en la literatura (en verde). En contraste, cuando
realizamos el acoplamiento molecular entre PAR2 y el DP Pic, identificamos 4
aminoacidos del receptor que estan reportados en la interaccion con 8UN (en verde) y 1

aminoacido en una posicion muy cercana (en amarillo) a lo reportado en la literatura.

Tabla 11. Acoplamientos moleculares de PAR2 y 8UN/DP Pic.

Ligando®

Literatura? (8UN) DP PicP
A157 A197-L741
Clel
W199
L203
Y210

Energia de

afinidad AG -12.8 -12.6

(Kcal/mol)

Kd
AG.... 63.5 ('XI) 5.6 x 1070
25°C

aAminoacidos dePAR2 que interaccionan molecularmente con 8UN (Cheng et al., 2017).

®Todos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Los siguientes acoplamientos que realizamos fueron de PAR2 con las

subunidades de DP Pic (Tabla 16). En estas interacciones, el mejor acoplamiento fue
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con el subdominio d1, HDock nos identific6 5 aminoéacidos del receptor (en verde) que
interaccionan con los reportados en la literatura y 1 en una posicion cercana (en amarillo).
Ademas, cuando analizamos la energia de afinidad y la constante de disociacion nos da
un valor de -12.6 Kcal/mol y 5.6 x 10°® M, respectivamente, sugiriendo que este

acoplamiento puede ocurrir en la naturaleza.

Tabla 12. Acoplamientos moleculares de PAR2 y subdominios de DP Pic.

Literatura? Ligando® (8UN) d1P d2° d3P d4b
L123 L164-N508 L164-F1027
F154
Al57 [ AISZ T A146-A227  A197-S509 A174-M955
Cc161 C168-N508

L203 L201-S509 L201-F1027
Y210 Y242-1.669

Energia de
afinidad AG -12.8 —-8.8 -12.3 -9.4 -11.3
(Kcal/mol)

AG..,. 635 Kd(M)a25°C 36x107 9.2x101% 1.2 x 1077 5.5x 107°

aAminoacidos dePAR2 que interaccionan molecularmente con 8UN (Cheng et al., 2017).

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

También realizamos acoplamientos de PAR2 y las B-hélice/a-hélices (Tabla 17).
De estos acoplamientos, la mejor interaccibn con PAR2 fue con la B-hélice4,
identificamos 6 aminoacidos del receptor (en verde) que interaccionan de acuerdo con lo
reportados en la literatura. Ademas, este acoplamiento es espontaneo debido a sus
valores de energia de afinidad y constante de disociacion, —10.7 Kcal/moly 1.4 x 108 M,

respectivamente.
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Tabla 13. Acoplamientos moleculares de PAR2 y las B-hélices/a-hélice de DP Pic.

Ligando®

i a
Literatura SUN

a-hélice® B-hélicel®  B-hélice2’ B-hélice3® B-hélice4®

L123

F154
Al57 _ A146-V799 _
Ci161
W199
L203 L252-N296
Y210
Energia de
afinidad
AG -12.8 8.7 -11.8 -9.3 -10.5 -10.7
(Kcal/mol)
Kd
AG... 635 (ZI) 42x107 21x10° 14x107 2.1 x 108 1.4 x 1078
25°C

aAminoacidos dePAR2 que interaccionan molecularmente con 8UN (Cheng et al., 2017).

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Debido a que el mejor acoplamiento de PAR2 fue con el subdominio d1, pero también
los acoplamientos con las B-hélices nos dieron resultados muy interesantes, procedimos
hacer un dltimo acoplamiento de este receptor con el conjunto de D1y B-hélicel. En esta
interaccion obtuvimos 5 aminoacidos del receptor (en verde) que interaccionan y que
estan reportados en la literatura, y 2 aminoacidos que estan en una posicion muy
cercana. Ademas, el acoplamiento nos da valores de energia de afinidad de -15.9

Kcal/mol y la constante de disociacion 2.1 x 10712 M.
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Tabla 14. Acoplamiento molecular de PAR2 y conjunto de d1- B-hélicel.
Ligando® d1B-

1 a
Literatura USN hélice1”
1123
F154

Al57 _ A146-N351

Ci161 C148-N351
wioo [ WI09  Wi99-S260
L203
Y210
Energia de
afinidad AG -12.8 -15.9
(Kcal/mol)
Kd
AG.... 63.5 ('ZI) 2.1 x 10712
25°C

aAminoacidos dePAR2 que interaccionan molecularmente con 8UN (Cheng et al., 2017).
bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Al comparar todos los acoplamientos de PAR2 (gris/verde/amarillo), podemos
afirmar que el mejor acoplamiento de estos fue con el subdominio d1 (azul) de DP Pic,
por lo tanto, posiblemente PAR?2 interacciona con D1 de DP Pic (Figura 6C).

Al hacer un acercamiento de la interaccién de PAR2 y d1 (Figura 6D) observamos
5 aminoéacidos del receptor (en verde) que interaccionan y que estan reportados en la

literatura, y 2 aminoacidos que estan en una posicion muy cercana (en amarillo).
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Figura 5. Complejo de acoplamiento molecular e interacciones del receptor PAR2 y su
ligando 8UN o d1. (A). Modelo tridimensional del acoplamiento molecular de PAR2 y 8UN.
Las moléculas PAR2 y 8UN estan coloreados en gris y naranja respectivamente. (B).
Interacciones de aminoacidos del receptor PAR2 (verde) con 8UN (naranja). (C). Modelo
tridimensional del acoplamiento molecular de PAR2 (gris/verde) y d1 (azul). (D). Interacciones
de aminoacidos del receptor PAR2 (verde) con d1 (azul). Los amino&cidos marcados en verde
corresponden a lo reportado en la literatura, el mismo amino&cido y en la misma posicion,
mientras que, en amarillo, mismo aminoacido, pero en una posicibn muy cercana. Las

interacciones del todos los acoplamientos fueron realizados por la plataforma HDock.
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Acoplamiento molecular del receptor P2Y2R y DP Pic

El tercer receptor candidato que evaluamos como receptor de Pic en células caliciformes,
fue P2Y2R. Este receptor lo modelamos al igual que DP Pic con el programa Phyre?, ya
gue aun no ha sido cristalizada la proteina. Una vez modelado P2Y2R realizamos los
acoplamientos moleculares. El acoplamiento que utilizamos como control fue con su
ligando (UTP), debido a que Attah et al. (2020) reportaron cuales son los aminoacidos
de P2Y2R que se unen a UTP.

En el acoplamiento control (P2Y2R y UTP) (Figura 5A) observamos la interaccion
del receptor P2Y2R (gris/verde/amarillo) y su ligando UTP (nharanja) junto con los
aminoacidos de P2Y2R que interaccionan con dicho ligando. Al hacer un acercamiento
al sitio de interaccion (Figura 5B) observamos a todos los aminoécidos presentes en la
interaccion con UTP, marcados en verde, que corresponden al mismo aminoacido y a la
misma posicion con lo ya reportado en la literatura. Ademas de un aminoacido que esta
en una posicion cercana a lo reportado, marcado en amarillo. Por lo tanto, pudimos usar
este acoplamiento como control para las siguientes interacciones de P2Y2R con DP Pic.

El andlisis estructural de los aminoacidos identificados por HDock server, que
parecen participar en las interacciones moleculares del receptor P2Y2R y UTP o DP Pic
completo se muestran en la Tabla 11. En nuestro acoplamiento control identificamos la
mayoria de los aminoacidos de dicho receptor que interaccionan con UTP (en verde) y
solo un aminoacido que se encuentra en una posicion cercana (en amarillo). Al contrario,
cuando realizamos el acoplamiento de P2Y2R y DP Pic identificamos 6 aminoacidos
iguales a los reportados en la literatura, pero en una posicién cercana (en amarillo).
Ademas, mediante Prodigy server, calculamos la energia de afinidad y AGscore cada
uno de los acoplamientos dandonos como resultado en la interaccion P2Y2R Y UTP,
—-8.5 Kcal/moly 170.9 M, respectivamente, y en la interaccion P2Y2R y DP Pic, la energia
de afinidad fue de —22.7 Kcal/mol y la constante de disociacion fue de 2.3 x 1077 M. Por

lo tanto, ambos acoplamientos pueden ser espontaneos.
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Tabla 15. Acoplamientos moleculares de P2Y2R y UTP/DP Pic.

Ligando®

i~b
uUTP DP Pic

Literatura?

|

R110 R95A-Q466
F113 F111A-T723
Y114 Y93A Y91A-T570
L117 L112A-E705
Y118
R177
H184
D185
T186
F195
F261
H262
R265
R272
Y268
Y269
Y288
K289
R292

Energia de
afinidad AG -85 -22.7
(Kcal/mol)

R152A-K789

R315A-Y32

Kd
AGscore 170.9 (M) 2.3x 10"
az25°C

aAminoacidos de P2Y2R que interaccionan molecularmente con UTP (Attah et al., 2020)

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Los siguientes acoplamientos que realizamos mediante HDock fueron con cada uno
de los subdominios de DP Pic (Tabla 12). El mejor acoplamiento molecular de P2Y2R
fue con el subdominio d2 en el cual identificamos 7 aminoacidos que estan en una
posicion cercana (en amarillo) a lo reportado en la literatura. Ademas, este acoplamiento
podria ser espontaneo ya que su energia de afinidad fue de —8.3 Kcal/mol y su constante

de disociacion 7.7 x 10~7 M.
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Tabla 16. Acoplamientos moleculares de P2Y2R y los subdominios de DP Pic.

Literatura? Ligando® (UTP) di® d2b d3P d4®
R110 R146-P46 R137-M505 R137-F675 R61-N1040
F113 F73-P64
Y114 Y93 Y71-F493 Y91-V989
L117 L81-T111 L133-S491 L122-N684 1L81-F1027
Y118 Y149-F493
R177 R152-P24 R140-G488 R152-G681
H184
D185

_ 7186 [NNISE
F195
F261 F307-M979
H262
R265 R223-L507 R223-R673 R245-P972

R272 R224-N508 R224-S671
Y268

Y269
Y288

K289
R292
Energia de
afinidad

AG
(Kcal/mol)

-8.5 -8.4 -8.3 -8.3 -6.9

AG.... 1709 Kd (M)25°C 6.6x107 7.7x107 7.7 x 1077 8.4 x10°

aAminoacidos de P2Y2R que interaccionan molecularmente con UTP (Attah et al., 2020)

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Al igual que los acoplamientos con los subdominios de DP Pic, realizamos los
acoplamientos moleculares de P2Y2R con las 3-hélices/a-hélice (Tabla 13). De estas
interacciones, el mejor acoplamiento fue con la B-hélicel en el cual identificamos 6
aminoacidos que se encuentran en una posicion cercana (en amarillo) a lo reportado.
Ademas, el valor de la energia de afinidad corresponde a —10.1 Kcal/mol y la
constante de disociacion fue de 3.8 x 1078, lo que indica que el acoplamiento puede

Ser espontaneo.
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Tabla 17. Acoplamientos moleculares de P2Y2R y las B-hélices/a-hélice.

Literatura?

Ligando®

a-hélice

B-hélicel1®

B-hélice2®

B-hélice3®

B-hélice4®

UTP
R110 R137-E848

F113

R137-R415

R148-T570

R95-Q794

R151-A864

F111-R584

F111-T709

F73-S878

Y114

Y93

Y71-Y435

Y91-Q794

L117

L133-S852

L133-R436

L112-V563

L112-D727

L112-T871

Y118
R177

Y149-A855

Y149-R436

R152-Y862

R152-Y457

R152-M573

R152-T729

R152-A865

H184

D185

T186

F195

F261

H262

R265 R223-1345

R272 _

Y268 _

Y269

Y288

K289
R292

Energia de
afinidad
AG
(Kcal/mol)

-8.5 -6.0 -10.1 -7.8 -11.6 -10.8

Kd
170.9 (ZI) 3.7x10°°
25°C

AG..... 38x10% 19x10°% 33x10° 1.3x10°%

aAminoacidos de P2Y2R que interaccionan molecularmente con UTP (Attah et al., 2020)

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

El andlisis con HDock mostrd que las mejores interacciones de P2Y2R fueron con el
subdominio d2 y la B-hélicel, por lo cual realizamos acoplamientos de este receptor con
los conjuntos de d2/B-hélicel y d2/B-hélice2 (Tabla 14). En ambas interacciones
identificamos 5 aminoacidos que estan en una posicién cercana (en amarillo) a lo
reportado. Ademas, los valores de energia de afinidad y de constante de disociacion de

ambos acoplamientos, nos indican que pueden ser espontaneos.
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Tabla 18. Acoplamientos moleculares de P2Y2R y los conjuntos de D2-B-hélicel/D2-B-
hélice2.

Literatura® D2B-hélicel® D2B-hélice2”
R110 R137-R415 R95-A576
F113 F101-L475
Y114 Y93 Y71-YA435 Y91-K476
L117 L133-R436 L105-V563
Y118
R177
H184
D185
T186
F195
F261
H262
R265
R272
Y268
Y269
Y288
K289
R292

Energia de
afinidad AG
(Kcal/mol)

Ligando® (UTP)

R194-T496 R180-M573

R223-1345

|
0
&

=12 -8.5

AG.... 170.9 Kd(M)a25°C 1.6x10° 2.5x10°

aAminoacidos de P2Y2R que interaccionan molecularmente con UTP (Attah et al., 2020).

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.

Al comparar todos los acoplamientos realizados de P2Y2R (gris/verde/amarillo),
observamos que el mejor acoplamiento de estos fue con el subdominio d2 (rojo), por lo
tanto, posiblemente P2Y2R interaccione con d2 de DP Pic (Figura 5C). Al hacer un
analisis usando un acercamiento de la interaccion de P2Y2R y d2 (Figura 5D)
observamos 7 amino&cidos del receptor en una posicién cercana (en amarillo) a lo

reportado que interaccionan con el d2.
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Figura 6. Complejo de acoplamiento molecular e interacciones del receptor P2Y2R y su
ligando UTP o d2. (A). Modelo tridimensional del acoplamiento molecular de P2Y2R y UTP.
P2Y2R y UTP estan coloreados en gris/verde y naranja respectivamente. (B). Interacciones de
aminoacidos del receptor P2Y2R (verde) con UTP (naranja). (C). Modelo tridimensional del
acoplamiento molecular de P2Y2R (gris/amarillo) y d2 (rojo). (D). Interacciones de amino&cidos
del receptor P2Y2R (amarillo) con d2 (rojo). Los aminoacidos marcados en verde corresponden
a lo reportado en la literatura, el mismo aminoacido y en la misma posicion, mientras que, en
amarillo, mismo amino&cido, pero en una posicibn muy cercana. Las interacciones del todos los

acoplamientos fueron realizados por la plataforma HDock.
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Acoplamiento molecular del EGFR Y DP Pic

Otra posibilidad es que Pic desencadene la via de sefializacion para la secrecion de
mucinas en las células caliciformes mediante una comunicacion cruzada. Se ha
reportado que el receptor ALX/FPR2 al unirse con su ligando, activa a ADAM17 para
liberar EGF. El EGF liberado se une al EGFR para activar AKT y ERK 1/2. Ademas, de
activar mecanismos indirectos que incluyen la activacion de PLC, PLD o PLA2 (Kaye et
al., 2019). Con este antecedente, hicimos los acoplamientos moleculares de EGFR con
su ligando (EGF), con el DP Pic y con cada uno de los subdominios de DP Pic.

El acoplamiento control que utilizamos fue EGFR (gris/verde/amarillo) con su
ligando EGF (naranja) (Figura 7A), Al hacer un acercamiento a la interaccion,
identificamos por HDock a la mayoria de aminoacidos que ya habian sido reportados por
Ogiso et al. (2002) (en verde) por su interaccion con el ligando y 4 aminoacidos que estan
en una posicion cercana (en amarillo) a la interaccién (Figura 7B).

El analisis de la interaccion de los aminoécidos de EGFR con el ligando EGF y el
DP Pic se presenta en la Tabla 19. Como vemos en el acoplamiento de control, de los
aminoacidos de EGFR que tienen interaccion con EGF, identificamos a 12 aminoacidos
gue ya han sido reportados por su interaccion con el ligando (en verde) y 4 aminoacidos
gue se presentaban en una posicion cercana (en amarillo). Sus valores de energia de
afinidad y constante de disociacion indican que este acoplamiento puede ser espontaneo
(Tabla 19).

Una vez teniendo el control, procedimos hacer la posible interaccion de EGFR con
el DP Pic completo, en el cual identificamos 5 aminoacidos que corresponden con la
literatura (en verde). Ademas, esta interaccion puede ser espontanea debido a que su
energia de afinidad es de —14 Kcal/mol y su constante de disociacion fue de 5.10 x 10-1!
M.
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Tabla 19. Acoplamientos moleculares de EGFR y EGF/DP Pic.

Literatura?

Ligando®

in~b
(EGF) DP Pic

H10

Y13

L14

L15

Q16

G18

1

M21

M30-W49

123

L26

L17-Y37

K28

Y29

C31

N32

N12-G39

C33

R41

R29-W49

Y45

L69

E90

L98

Q43

R45

L47

V350

D355

F357

L382

Q384

F412

1438

Energia de afinidad AG (Kcal/mol)

-15.9 -14

Kd (M) a 25°C

22x10*? 510 x10%

aAminoacidos de EGFR que interaccionan molecularmente con EGF (Ogiso et al., 2002)

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.
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Al igual que en los receptores anteriores, también evaluamos los acoplamientos
de EGFR con cada uno de los subdominios de DP Pic (Tabla 20). De estas interacciones,
el mejor acoplamiento molecular posible fue con el subdominio d2, en que identificamos
9 aminoacidos que corresponden a los reportados en la literatura (en verde) y 3
aminoacidos localizados en una posicién cercana (en amarillo) a lo ya reportado.
Ademas, esta interaccion puede ser espontanea debido a que su energia de afinidad es
de —13.2 Kcal/mol y su constante de disociacion fue de 2.1 x 10719,

Por lo tanto, la interaccion de EGFR (gris/verde/amarillo) y el d2 (rojo) (Figura 7C)
es la méas probable en comparacion con los anteriores acoplamientos de EGFR. Al hacer
un acercamiento de la interaccién de EGFR y D2 (Figura 7D) observamos 9 amino&cidos
del receptor (en verde) que interaccionan, y que ya estan reportados en la literatura, y 3
aminoacidos que estan en una posicidon muy cercana (en amarillo).

Estos resultados nos indican que en los acoplamientos moleculares de A1R y
PAR2 con los subdominios de DP Pic, el subdominio d1 es la region que mejor se une a
estos receptores en comparacion con los otros subdominios. Mientras que el subdominio
d2 es la region que mejor se une con los receptores ALX/FPR2, P2Y2R y EGFR. Todo
parece indicar que el subdominio d1 y d2 son candidatos importantes para la interaccion
de DP Pic y su receptor.

Al comparar los 5 receptores candidatos de los acoplamientos antes
mencionados, podemos observar que el mejor candidato para ser receptor de Pic en
células caliciformes, a nivel bioinformatico, es PAR2 el que interacciona con el
subdominio d1, ya que este es el mas cercano en los aminoacidos de los receptores que

interaccionan con su ligando.
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Tabla 20. Acoplamientos moleculares de EGFR y los subdominios de DP Pic.

Literatura?

Ligando®

b b b b
(EGE) di d2 d3 d4

H10

Y13

K13-E40

L14

L15

T15-C31

Q16

G18

G9-K678

M21

M30-W49

123

L26

L17-Y37 L17-F538 L38-G681

K28

K13-V676

Y29

C31

N32

N12-G39 N40-D680

C33

R41

R29-W49

Y45

L69

E9O

L98

Q43

R45

L47

V350

D355

D344-V686 D323-N1040

F357

F321-V686

L382

L348-N544  L348-P688

Q384

F412

1438

1421-Q478

Energia de
afinidad AG
(Kcal/mol)

-15.9 -12.4 -13.2 -16.6 -11.8

Kd (M) a 25°C

2.2 x 10712 76x10° 21x10?% 71x1073 2.4x10°

aAminoacidos de EGFR que interaccionan molecularmente con EGF {Ogiso et al., 2002)

bTodos los acoplamientos moleculares fueron realizados mediante HDock y Prodigy server.
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Figura 7. Complejo de acoplamiento molecular e interacciones del receptor EGFR y su
ligando EGF o d2. (A). Modelo tridimensional del acoplamiento molecular de EGFR y EGF.
EGFR y EGF estdn coloreados en gris/verde/amarillo y naranja respectivamente. (B).
Interacciones de aminoacidos del receptor EGFR (verde/amarillo) con EGF (naranja). (C)
Modelo tridimensional del acoplamiento molecular de EGFR (verde) y d2 (rojo). (D).
Interacciones de aminoacidos del receptor EGFR (verde) con d2 (rojo). Los aminoacidos
marcados en verde corresponden a lo reportado en la literatura, el mismo aminoé&cido y en la
misma posicién, mientras que, en amarillo, mismo aminoacido, pero en una posicion muy
cercana. Las interacciones del todos los acoplamientos fueron realizados por la plataforma
HDock.
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Identificacion del pocket del receptor que se une a Pic

Con la finalidad de encontrar el pocket molecular del receptor PAR2, que parece ser el
mejor candidato a unirse a Pic, medimos con la herramienta de Pymol, las distancias
moleculares que existen entre cada uno de los aminoacidos que interaccionan con su
ligando (Figura 8A) y con d1 (Figura 8B). El analisis de la posible interaccion del ligando
conocido en comparacion con el subdominio d1, en el pocket de interaccion del receptor
PAR2, mostré6 una gran similitud entre ambos ligandos (d1 y 8UN). Ademas, las
distancias moleculares que hay entre las interacciones del receptor con ambos ligandos
por separado son muy similares entre sus valores (Tabla 21), lo que nos indica que muy

posiblemente el receptor PAR2 se une con el subdominio d1.

Tabla 21. Distancias intermoleculares del bolsillo de unién de PAR2 y los ligandos (8UN y

el subdominio d1)

Acoplamiento molecular Relacion entre los aminoacidos Distancia molecular® (A)

L123-F154 5.0
L123-A157 7.5
W199-L203 10.5
PAR2-8UN
W199-A157 9.7
L203-Y210 5.5
Y210-F154 4.7
L123-F154 5.6
L123-A146 11.8
W199-L203 10.5
PAR2-Subdominio d1
W199-1123 7.6
L203-Y210 5.5
Y210-A146 10.7

aLas mediciones de las distancias intermoleculares fueron realizadas por Pymol.

La unica diferencia radica en que, en la interaccion con el dl1, identificamos un
aminoacido (A146) que esta en una posicion cercana (en amarillo) a lo reportado por la

literatura, que es la A157, el cual se identifico en nuestra interaccion de PAR2 y 8UN.

45



Por lo tanto, los resultados sugieren que existe un pocket molecular de PAR2 que podria

unir a Pic.

A

Figura 8. Comparacion del bolsillo (pocket) de unién de PAR2 en su acoplamiento con
8UN o d1. (A). El bolsillo de unién de PAR2 con su ligando (8UN). (B). El bolsillo de unién de
PAR2 con su dl1. Los amino&cidos marcados en verde corresponden a lo reportado en la
literatura, el mismo aminodacido y en la misma posicion, mientras que, en amarillo, mismo
aminoacido, pero en una posicibn muy cercana. Las interacciones del todos los
acoplamientos fueron realizados por la plataforma HDock. Las distancias moleculares fueron

marcadas por lineas interrumpidas amarillas y fueron realizadas con la herramienta Pymol.
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Construccion de pTrcHis2B::picAd1

Debido a que el andlisis bioinformatico, nos indicé que los subdominios d1 y d2 son las
posibles regiones de Pic que se unen al receptor, procedimos primero a realizar una
mutante del subdominio d1 (HB101 pTrcHis2B::picAd1) para confirmar in vitro los
resultados in silico.

El gen pic esta clonado en pTrcHis2B (pTrcHis2B[pic]), por lo cual se disefiaron
primers en direccion opuesta al inicio y final del subdominio d1 para poder amplificar
todo el plasmido excluyendo el subdominio d1. Estos primers contenian los sitios Avrll
para permitir la circularizacién del plasmido (pTrcHis2B::picAd1). Para lograr esto,
primero realizamos un PCR utilizando un gradiente de temperatura de 51.4-65.9°C, el
producto amplificado fue corrido en un gel de agarosa al 1% y observamos amplicones
de 7,710 pb pertenecientes a pTrcHis2B::pic-Avrll en la temperatura de fusion de 57.5,
53.8 y 51.4°C (Figura 9).

pTrcHis2B::pic-Avrll

] % ® g
Temperatura °C G & & @ AR

MPB

10,000
8,000

pTrcHis2B::pic-Avrll
(7,710 pb)

6,000
5,000

4,000

Figura 9. Amplificacion por PCR del gen pic excluyendo el subdominio d1 del plasmido
pTrcHis2B::pic-Avrll usando un gradiente de temperatura. EI ADN plasmidico
(pTrcHis2B::pic) total fue extraido a partir de la cepa E. coli HB101, el ADN fue digerido con
Avrll y separado por un gel de agarosa. Carril 1: marcador de pares de bases (MPB), carril 2:
Control negativo: H,0 (C-), carril 3-7: amplificacion con el gradiente de temperatura; 65.9, 62,
57.553.8y 51.4°C.
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A partir del gel mencionado, cortamos las bandas que corresponden a 7,710 pb
y purificamos el ADN plasmidico. Utilizamos bacterias E. coli HB101 competentes para
llevar a cabo la transformacion por el método de CaClz con el plasmido
pTrcHis2B::picAd1, seguido por la seleccién en medio LB suplementado con Ampicilina

(200 pg/ul), como marcador de seleccion.

Para corroborar que HB101 se transformé con el plasmido, seleccionamos
colonias que crecieron en el medio antes mencionado y extrajimos el ADN para
determinar la presencia del gen pic en el plasmido pTrcHis2B::picAd1 en dichas clonas
por PCR utilizando los primers pic-pTrcF y pic-pTrc-R descritos en la Tabla 1. El
fragmento amplificado fue corrido en un gel de agarosa al 1% y obtuvimos que las clonas
4y 5 tienen el gen picAd1 con la longitud esperada de 3,310 pb, calculado teéricamente
y siendo méas pequefio que el gen pic competo que tiene una longitud de 4,137 pb
(Figura 10).

picAd1
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U100

4.000 — - L) <— pic (4,137 pb)
3,000 =% <+— picAd1 (3,310 pb)
2500 — “ e
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Figura 10. Amplificacién del gen pic y picAd1 a partir de la cepa E. coli HB101. HB101 fue

transformado con pTrcHis2B::picAd1 y se comprobé mediante PCR si las clonas tienen el gen
picAd1 y se comparé con la PCR del gen completo (pic). Carril 1: marcador de pares de bases
(MPB), carril 2: pic, carril 3-7: clona 1 (C1), clona 2 (C2), clona 3 (C3), clona 4 (C4) y clona 5
(C5).
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Realizamos una segunda verificacion de que nuestras clonas tuvieran el
plasmido pTrcHis2B::picAd1. Para ello, se realizé una digestion enzimatica con EcoRI
y Xbal del plasmido purificado para linealizar los plasmidos de las clonas seleccionadas
y determinar su tamano; el tamafio esperado para el gen truncado clonado en el
plasmido seria de 7,710 pb. En el gel de agarosa, se detectaron 3 clonas con bandas
de aproximadamente 7,710 pb, lo cual corresponde con el tamafio del plasmido
pTrcHis2B::picAd1 (Figura 11). Esto indica que las cepas HB101 podran expresar la
proteasa PicAd1.
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Figura 11. Restriccion enzimatica del gen pic y picAd1 a partir de la cepa E. coli HB101.
HB101 fue transformado con pTrcHis2B::picAd1 y se comprobd mediante PCR si las clonas
tienen el gen picAd1 mediante una doble restriccion enzimatica con EcoRI y Xbal. Carril 1:
marcador de pares de bases (MPB), carril 2: pic, carril 3-7: clona 1 (C1), clona 2 (C2), clona 3
(C3), clona 4 (C4) y clona 5 (C5).

Secrecioén de Pic y PicAd1
Al confirmar que el plasmido contenia a picAd1, procedimos a purificarlo y transformar

en E. coli BL21 y HB10l1 para posteriormente, inducir la proteina con IPTG y
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concentrarla en filtros de retencion de 50 kDa ya que se esperaria una proteina Pic
truncada de 82.6 kDa. Estos concentrados filtrados fueron corridos en un gel SDS-
PAGE y analizados por Western Blot con un anticuerpo anti-Pic. El analisis mostr6é que
la proteina Pic completa tiene un peso molecular de 116 KDa mientras que la mutante
PicAd1 mostré un peso molecular de 61.1 KDa en ambas cepas de E. coli, HB101 y
BL21 (Figura 12). Interesantemente, no pudimos detectar la proteina de 82.6 kDa, lo
gue sugiere que la proteina se proces6 de manera incompleta, por lo que fue necesario

secuenciar la clona de pic truncada (picAd1) en el plasmido donde se llevo a cabo la

mutacion.
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Figura 12. Expresion y secreciéon de Pic, y PicAd1 a partir de las cepas E. coli HB101 y
BL21. (A). SDS- PAGE de los sobrenadantes concentrados de proteina Pic, y PicAdl a partir
de cultivos de HB101 y BL21 crecidos toda la noche. (B). Western Blot de Pic (S258I) y PicAd1
a partir de clonas de HB101 y BL21, estas proteinas se concentraron con un filtro de retencion
de 50 kDa. Las dos proteinas se detectaron mediante transferencia Western Blot con
anticuerpos contra Pic. Carril 1: HB101 Pic (S258l), carril 2: HB101 PicAd1 clona 4 (C4) y carril
3: BL21 PicAd1 clona 5 (C5).
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Secuenciacion de picAd1

La secuenciacion del gen picAd1 se hizo a partir del ADN plasmidico de E. coli
HB101/pTrcHis2B::picAd1 utilizando el secuenciador ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Al obtener la secuencia, procedimos a
realizar un alineamiento de picAd1 secuenciada (picAd1Sec) y picAd1 tedrica mediante
la herramienta bioinforméatica MUSCLE. A partir de este alineamiento, notamos que se

delecion¢ tanto el subdominio d1 como 609 pb de la B-hélice 1 (Figura 13A).

Al analizar el alinemiento observamos que los primeros nucleétidos (incluyendo al
péptido sefial) son idénticos en ambas secuencias, sin embargo, en la posicion
nucleotidica 140 de picAd1Sec existe un corte, posiblemente asociado a un corte erroneo
dentro de la construccion pTrcHis2B::picAd1 (Figura 13A). Esto es debido a que en el
DP Pic existe una delecion de alanina en la posicion 25 de picAd1Sec ocasionando un
cambio en el marco de lectura, que deleta parte de la B-hélice 1 (Figura 13B). También
hay una sustitucién de nucledtidos de alanina a guanina en la posicion 79, pero ésta no
cambia el marco de lectura. Siguiendo con el analisis del alineamiento observamos que
la ultima parte de la B-hélice 1 y el subdominio d2 siguen presentes en el gen, dando

como resultado la proteina truncada de 61.1 kDa (Figura 13C).
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Figura 13. Alineamiento de secuencias de nucleétidos de PicAd1 tedrica y PicAd1

secuenciada. (A). Mapa grafico muestra que la regién secuenciada (rojo) revela la delecion de

la B-hélice 1. (B). Alineamiento de la regién del péptido sefial muestra que los nucleétidos de

la B-hélice 1 fueron deletados. (C). Segunda parte del alineamiento muestra que la Gltima parte

de la B-hélice 1 esta presente, junto con el subdominio d2, indicando una pérdida de 609 pb. El

alineamiento fue realizado con la herramienta MUSCLE (Edgar, 2004).
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Figura 14. Amplificacion del gen pic y picAdl a partir de la cepa E. coli BL21. BL21 fue
transformado con pTrcHis2B::picAdl, se realiz6 una restriccion enzimatica con Xhol y EcoRI se
comprobdé mediante PCR si las clonas tienen el gen picAdl y se compar6 con la PCR del gen
completo (pic). (A). Carril 1: marcador de pares de bases (MPB), carril 2: pic, carril 3-9: clona 1
(C1), clona 2 (C2), clona 3 (C3), clona 4 (C4), clona 5 (C5), clona 6 (6) y clona 7 (7). (B). Carril
1: marcador de pares de bases (MPB), carril 2: pic, carril 3-9: clona 8 (C8), clona 9 (C9), clona
10 (C10), clona 11 (C11), clona 12 (C12), clona 13 (13) y clona 14 (14).
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Secrecioén de Pic y PicAd1

Al confirmar que los plasmidos contenian a picAd1 en las clonas C4, C7 y C12 de BL21,
procedimos, a inducir la proteina con IPTG y concentrarla en filtros de retencion de 50
kDa. Estos concentrados filtrados fueron corridos en un gel SDS-PAGE y analizados por
Western Blot con un anticuerpo anti-Pic (Figura 15). El analisis mostr6 nuevamente que
la proteina Pic completa tiene un peso molecular de 116 KDa mientras que la mutante
PicAd1 mostré un peso molecular de 82.6 KDa en la cepa de E. coli BL21 de la clona 12.
Ahora que comprobamos que PicAd1 tiene el peso molecular correcto, procedimos a
realizar la secuenciacion de la clona 12 para confirmar que el subdominio d1 fue

deletado.

Secuenciacion de picAd1

El resultado de secuenciacion del gen picAd71 lo comparamos junto con la secuencia de
picAd1 teérico, mediante un alineamiento de las secuencias nucleotidicas hecho por
BLAST (Zhang et al., 2000). En el alineamiento nos indica que tiene un porcentaje de
identidad del 99.32%. Observamos que existen 3 mutaciones de sustitucion que no
cambian el marco de lectura y una insercion. Los sitios de restriccion por Bglll (azul),

Auvrll (rojo) y Spel (morado) estan marcados en el alineamiento (Figura 16).
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Figura 15. Expresidon y secrecion de Pic, y PicAdl a partir de las cepas E. coli HB101 y
BL21. (A). SDS- PAGE de los sobrenadantes concentrados de proteina Pic, y PicAd1 a partir de
cultivos de HB101 y BL21 crecidos toda la noche. (B). Western Blot de Pic nativa, Pic (S258l1) y
PicAd1 a partir de clonas de HB101 y BL21, estas proteinas se concentraron con un filtro de
retencion de 50 kDa. Las tres proteinas se detectaron mediante transferencia Western Blot con
anticuerpos contra Pic. Carril 1: HB101 Pic nativa, carril 2: Pic (S258I), carril 3: HB101 Pic nativa,
carril 4: BL21 PicAd1 clona 4 (C4), carril 5: BL21 PicAd1 clona 7 (C7), carril 6: BL21 PicAd1 clona
12 (C12), carril 7: HB101 PicAd1 C4 clonacién pasada (CP) y BL21 PicAd1 C5 (CP).
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PicAd1Sec COTCACCGEEGGECTTATTGCTGTCTCTGAACTTECCOGCAGGGTAATAAARRAGACATS 61
) ) Freerrrerrreererrreerrrerreertrerereer ettt e ettt rerrnd
PicAd1 te6rica 2 COTCACCGEEGEECTTATTGCTGTCTCTGAACTTECCCGCAGGOTLATALARRLGACATS 92
PicAd1Sec 2z COGRAGATTARCGCATATTCTTCTGGCTGECATTCCAGCAATC TG TCTGTGTTACTCTCE 121
) . Frrerrrerrreererrreerrrerreerterr ettt e ettt rerrnd
PicAd1 te6rica = CCGRAAGATTARCGCATATTCTTCTGGCTGECATTCCAGCAATCTGTCTGTGTTACTCTCE 152
PicAdlSec 27 GATATCCCAGGECGEETATTAGATCTCCTAGGACTAGTCTGAACTGEACATACGACATARR 1581
) . Frrerrrerrreererrreerrrerreerterr ettt e ettt rerrnd
PicAdl tedrica 53 GATATCCCAGGCGGGTATTAGATCTCCTAGGACTAGTCTCGAACTGGACATACGACATARE 212
PicAdlSec 82 RCOATCAGSCACAGGTLACCOTGAGCCAGGEOASTAARLRCTGEGACCATGCACGGGCRGARE 241
Freerrrerrrerreerrrerreerrerrrerr e e et trerrrr et
PicAdl tedrica 13 ACATCAGECACAGGTACCCTEAGCCAGSGCACSTAARRLCTGEGACCATECACGGGCAGRRR 272
PicAdlSec 42 GRCAATGACCTCARTSCCGGTARRRLTCTGETATTCAGOSGEGCASARATGEGTGCARTTATS 301
) o Freerrrerrreerer et et rerr eereer ettt e e et errt et
PicAdl tedrica 73 GRCARTGACCTCRATGCCGSTGAARACCTGGETATTCAGCGSGEGCAGRAATGEGTGCARTTATC 332
PicAdlSec 0z CTEAAAGACAGTETEACTCAGEETGCCEETTATCTCGAATTTARAGACAGTTACACCETE 361
] . Freerrrerrreererrreerrrerreerrrrrereererrtrer et rerld
PicAdl tedrica 33 CTGRARGACAGTGTGACTCAGGGTGCCGETTATCTCSARTTTARAGACAGTTACCCCGTRE 392
PicAdlSec 62 TOTGOTGLATCCGGRALARRCATGEACGGETGCCGECATTATTACTGACAAGGGGACGART 421
] . Freerrrerrrerreerrrerreerrerrrerr e e et trerrrr et
PicAdl tedrica 93 TCTECTEAATCCGEAANLACATESACEGETECCGECATTATTACTGACALGEGGACGARAT 452
PicAdlSec 22z GTAACCTGERRAGETCARCGSCETTGOOSGTEACARCTTGCATARGOTGGGEGAAGGRARACT 481
. . Frrerrrerrreererrreerrrerreerterr ettt e ettt rerrnd
PicAdltedrica 53 GTAACCTGERAGETCALCEECETTECCEETEACRACTTECATARGOTEEEECAAGEAACT 512
PicAdlSeC &7 CTGACCATARLCGGAACAGGTGTRALCCCGGGAGEACTGALALACGGEAGACGGTATCGTT 541
. . Frrerrrerrreererrreerrrerreerterr ettt e ettt rerrnd
PicAdltedrica 13 CTGACCATAZLCGEAACAGGTGTARACCCGGGEAGEANTGAALACGGEAGACGGTATCGTT 572
PicAdlSeCc 42 GTACTTAACCAGCAGGCAGACACTGCAGGTARATATCCAGGCCTTC 587
) . Freerrrerrrerreerrrerrerrreerr rrererrrrrrrrel
PicAdl tedrica 72 GTACTTARCCAGCAGGCAGACLACTGCAGGT-AATATCCAGGCCTTC 617

Figura 16. Alineamiento de secuencias de nucleétidos de PicAd1 teérica y PicAd1 secuenciada.
Dentro del alineamiento se pueden identificar los sitios de restriccion por Bglll (azul), Avrll (rojo) y
Spel (morado). La sustitucién de nucleétidos fue marcada con verde. El alineamiento fue realizado
con la herramienta de BLAST (Zhang et al., 2000).. El alineamiento fue realizado con la herramienta
de BLAST (Zhang et al., 2000).
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DISCUSION

La patogenicidad de EAEC se debe principalmente a la secrecion de proteinas y téxinas
con actividades citotdéxicas que provocan alteraciones citopatolégicas. Entre estas
proteinas se encuentra Pic, una serin proteasa que se ha demostrado que es un
secretagogo de moco. Hasta el momento, no se conoce el receptor al cual se une Pic
que activa la via de transduccion de sefiales de PLC, a su vez, activando la via de calcio
intracelular, lo que conduce a la produccion de DAG vy la liberacién de IP3, un segundo
mensajero de la sefalizacidon de calcio. En este trabajo estudiamos mediante
acoplamientos moleculares, los posibles receptores que se unen con DP Pic y la
secuencia de aminoacidos de DP Pic que se une al receptor de células caliciformes,

desencadenando la secrecion rapida de moco.

Modelaje de DP Pic muestra 4 subdominios anclados a una B-hélice estructural.
El modelado de la estructura tridimensional del DP Pic (Figura 2) es muy similar a
proteinas pertenecientes a la familia SPATEs. Los miembros pertenecientes a este grupo
de proteinas estan estrechamente relacionadas, que han desarrollado funciones
especificas y distintas que se adaptan al nicho particular ocupado por el patdgeno,
aunque poseen una homologia significativa del 40 al 100% a lo largo de la proteina
completa (Henderson and Nataro, 2001). El modelaje de DP Pic realizado con Phyre2
presenta una [(-hélice estructural en la que destacan pequefios bucles funcionales
llamados subdominios d1, d2, d3 y d4. La B-hélice es el sello estructural de las proteinas
autotransportadoras, y parece ser que estos subdominios les confieren funcionalidad
(Yen et al., 2008).

La estructura tridimensional de DP Pic y el analisis con la plataforma DALI nos
ayudo a identificar la posible funcién de los subdominios que conforman a esta proteasa
(subdominios d1, d2, d3 y d4). El subdominio d1 es compartido con otras proteinas
SPATEs debido a que este contiene el motivo serin proteasa (GDSGSP) que es
altamente conservado y se encuentra en posiciones similares en las proteinas Pet
(Djafari et al., 1997), Tsh (Czeczulin et al., 1999), EspP (Benz and Schmidt, 1992), EspC

57



(D'Souza et al., 1988) pertenecientes a E. coli y las proteinas pertenecientes a Shigella,
ShMu (Elsinghorst and Weitz, 1994) y SepA (Crocquet-Valdes et al., 1994). Las funciones
especificas de los los subdominios d2 y d3 aun no se han dilucidado, sin embargo, el
analisis bioinformatico en DALlI muestran que el subdominio d2 es similar
estructuralmente a la quitinasa y el subdominio d3 no tiene similitud estructural con
ningun subdominio de proteinas ya reportadas. En de la literatura se han reportado
miembros de las SPATEs que contienen el subdominio d2 adoptando un pliegue similar
al de la quitinasa como lo es la serin proteasa EspP, pero aun no se ha identificado su
papel funcional (Khan et al., 2011) y la proteasa de hemoglobulina (Hbp) que tiene
homologia con la region de union a quitina, pero la propiedad de adherencia aun no se
ha confirmado (Otto et al., 2005).

Por ultimo, el subdominio d4 es estructuralmente similar al dominio
autochaperona, este dominio tambien es conocido como la region de unién e influye en
el plegamiento y la secrecion eficiente del dominio pasajero de un autotransportador a
través de la membrana externa (Yen et al., 2008).

Una vez obtenida la estructura tridimensional del DP Pic y los receptores
candidatos procedimos a realizar los acoplamientos moleculares, los cuales nos
indicaron que el subdominio d1 de Pic era el mejor candidato para unirse al receptor de

las celulas caliciformes y asi, activar la via de secrecién rapida de mucinas.

Acoplamientos moleculares de los subdominios de DP Pic.

Los receptores asociados a la secrecién rapida de moco presentes en células
caliciformes fueron considerados candidatos para ser el receptor de DP Pic, por lo que
nos intereso predecir interacciones entre los diferentes subdominios de DP Pic y cada
receptor utilizando técnicas de acoplamiento molecular. Para estandarizar los
parametros de acoplamiento molecular y validar el software empleado utilizamos los
ligandos originales de cada receptor candidato. En el receptor A1R obtuvimos una
concordancia perfecta entre los aminoacidos predichos y los reportados por la literatura
(Glukhova et al., 2017) (Tabla 3) y el acoplamiento molecular muestra el pocket del
receptor A1R y su interaccion con el ligando DU1 (Figura 3A-B). De la misma forma,
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obtuvimos una buena concordancia entre los amoinoacidos identificados del receptor
ALX/FPR2 con su ligando WKYMV (16 de 19 aminoacidos, Tabla 7). Debido a que la
estructura de P2Y2R no se encuentra cristalizada y tuvo que ser modelada, los
aminoacidos predichos fueron menos que los reportados por la literatura, obteniendo 10
de los 19 reportados (Shishikura et al., 2016) (Tabla 11). El acoplamiento entre PAR2 y
su ligando 8UN fue igualmente bueno (6 de 7 aminoacidos) (Tabla 15). Finalmente,
aunque el receptor EFGR ya esta cristalizado, no obtuvimos una buena concordancia
entre los aminoacidos que interactuan con el EGF y su receptor (16 de 29 aminoacidos,
Tabla 19). Aunque los acoplamientos de los receptores con sus ligandos nativos no
fueran perfectos, siempre obtuvimos buenos valores de energia de afinidad, entre —6.0
y —15.9 kcal/mol, que estan dentro de los parametros encontrados para otras moléculas,
ya sea por acoplamientos moleculares o directamente por experimentacion (Du et al.,
2016).

Al haber estandarizado los acoplamientos moleculares, procedimos a realizar los
acoplamientos con el DP Pic completa, con cada uno de sus subdominios, las B-hélices,
la a-hélice y regiones combinadas de pB-hélices y sus subdominios contiguos
correspondientes. El primer receptor que analizamos fue el ATR y al evaluar su
acoplamiento con DP Pic completa encontramos que su energia de afinidad es menor a
la de otros receptores con los que se evalué (—13.2 kcal/mol), ademas de que su
constante de disociacion (Kd) fue de 2.2 x 10-'° M. Beauglehole et al. (2000) reporté la
Kd de la interaccién entre A1R y su ligando (DU1) que dio un valor de 3.7 x 10~ M, cabe
resaltar que en todos los acoplamientos que hicimos con el A1R y DP Pic (completo,
subdominios, B-hélice, a-hélice o conjunto entre subdominios y B-hélice) nos muestra
una Kd similar a lo ya reportado, es decir nuestros acoplamientos podrian ser
espontaneos.

Sdlo 4 aminoacidos de A1R interaccionaban con el DP Pic, y estos no se ubicaron
en una posicidon exacta. Al analizar el mismo receptor con cada subdominio de DP Pic,
observamos que el d1 tenia la mayor afinidad (—11.4, Tabla 4), refiriéndonos que es mas
probable encontrar esta interaccion en la naturaleza, aunque la energia de afinidad fue
menor que con DP Pic completa. Del mismo modo, la Kd de esta interaccion fue de 4.7

x 10~ M, siendo este acoplamiento el mas cercano al valor de Kd ya reportado para la
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interaccién de A1R y DU1, 3.7 x 10-'° M (Beauglehole et al., 2000) (Tabla 4). Por otro
lado, al usar el d1 unido a la B-hélice 1 encontramos que la afinidad aumenta (—16.6
kcal/mol, Tabla 6), lo que podria indicar que la B-hélice1 estabiliza la union del
subdominio d1 a este receptor, aunque se necesitarian experimentos deletando la -
hélice1 para comprobar estos datos bioinformaticos. Cabe resaltar que cuando se
analizan soélo el subdominio d1 (Tabla 4) o la B-hélicel (Tabla 5) se obtienen 4
aminoacidos que interaccionan con el receptor, sin embargo, si se unen ambas regiones
solo interaccionan 2 aminoacidos (Tabla 6), probablemente debido al plegamiento
predicho de la regién d1-B-hélicel. Al mapear las interacciones entre los aminoacidos de
A1R y el subdominio d1 de DP Pic se observa que los 4 amino4cidos candidatos estan
relativamente cerca, posiblemente formando un pocket donde se lleve a cabo la
interaccién (Figura 3C-D).

La interaccién del DP Pic con el receptor ALX/FRP2 presenté una mayor afinidad
gue con el receptor A1IR (—14.6 contra —13.2 kcal/mol). Sin embargo, la Kd que
obtuvimos de este acoplamiento fue de 2 x 10~"" M, parecida a la de 7.5 x 10-"" M que
se report6 de la interaccion de ALX/FPR2 con su ligando nativo WKYMV (Chen et al.,
2020) (Tabla 7). Ademés, el WKYMYV se une a una gran variedad de aminoacidos (Figura
4A-B), mientras que DP Pic sélo se une a 6 aminoacidos y éstos estan en posiciones
cercanas a los aminoacidos que intereaccionan con el ligando nativo. De todas las
pruebas de acoplamiento, ninguna tuvo la misma energia de afinidad y soélo el
subdominio d2 se uni6 a dos aminoacidos que concordaban con el ligando natural (Tabla
8), aunque el modelaje de esta interaccion mostré que 5 aminoacidos podrian formar un
pocket de interaccion con este subdominio (Figura 4C-D). Sin embargo, al comparar los
valores de Kd, observamos una diferencia significativa en nuestro acoplamiento al tener
un valor de 3.2 x 10-8 M para la interaccion de ALX/FPR2 y el subdominio d2 comparado
con el valor de 7.5 x 10" M de la interaccién de ALX/FPR2 y su ligando ya reportada
(Chen et al., 2020) (Tabla 8). Al hacer la interaccion de ALX/FPR2 y el conjunto del
subdominio d2- B-hélice2 se obtienen 7 aminoacidos interaccionando con el receptor
(Tabla 10), sin embargo, todos estos aminoacidos no interaccionan en la misma posicién
que la del ligando natural, es decir la interaccion mas fuerte con este receptor sigue

siendo con el subdominio d2.
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En el caso de los acoplamientos moleculares de P2Y2R, en la interaccion de este
receptor con DP Pic obtuvimos la mejor energia de afinidad (—22.7 kcal/mol,
Tabla 11) de todas las interacciones que hicimos con los receptores candidatos y DP Pic.
Sin embargo, en el caso de la Kd, el valor que obtuvimos fue de 2.3 x 10~ M, con una
gran diferencia a la Kd de 8.2x 10-'°M reportado por Attah et al. (2020) de la interaccion
de P2Y2R con su ligando, UTP. Cabe resaltar que este receptor no tiene una estructura
cristalizada reportada, por lo que tuvimos que modelarlo, por lo cual la diferencia en su
Kd es predecible. A pesar de eso, se obtuvieron 6 aminoécidos de DP Pic en posiciones
cercanas que interaccionaban con el receptor (Figura 5C-D) comparandolo con el
acoplamiento de P2Y2R con UTP en donde hay 10 aminoacidos que interaccionan con
dicho receptor (9 aminoacidos en la misma posicion y 1 aminoacido en una posicion
cercana) mostrando un pocket de union (Figura 5A-B). Ademas, la energia de afinidad
de la interaccion de P2Y2R y el subdominio d2 fue de —8.3 kcal/mol y su Kd de 7.7 x
10~7 M (Tabla 12), un valor mas cercano al reportado de 8.2 x 10~'© M (Attah et al., 2020),
es decir este acoplamiento fue el que nos dio un mejor resultado respecto a los otros con
el P2Y2R. Al hacer el acoplamiento con este receptor y el conjunto del subdominio d2 y
la B-hélice1, observamos que la interaccion es con 5 aminoacidos, mucho menor a lo
que se habia encontrado con el subdmionio d2 (Tabla 14), esto podria deberse a que al
ser mas grande la region de la proteina hay un mayor impedimento estérico que afecta
a la unién al receptor P2Y2R (Jin et al., 1994).

El acoplamiento molecular de DP Pic con PAR2, nos mostr6 que 5 de 7
aminoacidos interaccionaban con dicho receptor, sin embargo, la interaccién es menor
comparandolo con el acoplamiento de PAR2 y su ligando (8UN) en el cual hubo 6 de 7
aminoécidos formando un pocket de union a dicho receptor (Figura 6A-B). Del mismo
modo, el acoplamiento de DP Pic con PAR2 nos mostro una energia de afinidad de —12.6
kcal/mol y una Kd de 5.6 x 10~'9 M, comparandolo con la Kd de la interaccién reportada
de PAR2 con 8UN, de 6.6 x 10°® M (Cheng et al., 2017), existe una diferencia significativa
(Tabla 15). A pesar de esto, el acoplamiento de PAR2 con el subdominio d1 present6
mejores resultados, con 6 aminoacidos que interaccionan con el receptor (Figura 6C-D),
una energia de afinidad un poco mas baja que con DP Pic, —8.8 kcal/mol, pero su Kd de

3.6 x 107 M se asemeja mas a lo reportado (6.6 x 108 M) (Tabla 16). Al igual, la
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interaccion de este receptor con la B-hélice4 mostré 6 aminoacidos que interacionan con
PAR2 (Tabla 17), sin embargo se ha reportado que la B-hélice es un andamio estructural
de la preoteina y solo los subdominios son los que confieren funcionalidad (Yen et al.,
2008), por lo que hasta el momento, el subdominio d1 es el mejor candidato para unirse
a PAR2. Al realizar la interaccion de PAR2 con el conjunto del subdominio d1 y la B-
hélice1 obtuvimos los 7 aminoacidos (5 aminoacidos en las mismas posiciones y 2 con
pocisiones cercanas) que interaccionan con el receptor, a pesar de que el pocket de
union es mejor que en la interaccion con solo el subdominio d1, la Kd (2.1 x 10712 M)
varia mas a la Kd reportada (6.6 x 10 M), por lo tanto el acoplamiento de PAR2 con el
subdominio d1 sigue siendo el mejor de todas las interacciones antes predichas (Tabla
18).

La interaccion de EGFR con DP Pic, encontramos que 5 aminoacidos
interaccionan con el receptor, a diferencia con la interaccién con su ligando (EGF) que
se encontré 16 aminoacidos dentro de su pocket de union (Figura 7A-B). A pesar de esto,
la energia de afinidad de EGFR y DPPic fue de —14 kcal/mol y su Kd fue de 5.1 x 10"
M, comparado con la Kd reportada de la interaccion de EGFR y su ligando EGF (6 x 1019
M) tiene un valor similar (Sanders et al., 2013). Al interaccionar el subdominio d2 con
EGFR observamos una mayor interaccion (12 aminoacidos) a comparacion con DP Pic
(Figura 7C-D), al igual que su Kd 2.1 x 10 M que es mas similar a lo ya reportado, 6 x
10-1° M (Tabla 20).

Los pockets de unién de PAR2 con ambos ligandos (8UN y el subdominio d1) son
muy similares entre si.

De todos los acoplamientos moleculares que hicimos con los receptores candidatos y DP
Pic, la mejor interaccion fue entre el receptor PAR2 y el subdominio d1. Al realizar una
comparacion del bolsillo del union de las interacciones de PAR2 con su ligando o con el
subdominio d1 (Figura 8A-B) nos muestra que las distancias intermoleculares entre los
aminoacidos que interaccionan, son muy similares entre ambos acoplamientos (Tabla
21). En de la literatura, se report6 que el anillo de 1,3-benzodioxol del ligando 8UN encaja
en un bolsillo hidrofébico creado porla L123 (2.52 A), F154 (3.31 A), A157 (3.34 A), C161
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(3.38 A), W199 (4.50 A) y L203 (4.54 A), todos estos aminoacidos pertenecientes a
PAR2. Mientras que la Y210 (4.61 A) forma un enlace de enlace de hidrégeno débil
(3,4 A) con el nitrégeno de 8UN (Cheng et al., 2017). De tal forma, el subdominio d1

parece ser la region de DP Pic con mayor afinidad por el receptor PAR2.

Delecion del subdominio d1 de DP Pic.

Los acoplamientos moleculares nos indicaron que el subdominio d1 de Pic es el mejor
candidato para unirse al receptor de las celulas caliciformes y asi, activar la via de
secrecion rapida de mucinas. Por lo tanto, para comprobar los resultados bioinformaticos
obtenidos, construimos una mutante de Pic deletando el subdominio d1
(pTrcHis2B::picAd1) para evaluar la funcion de la proteina como secretagogo. De las
temperaturas de alineamiento probadas para amplificar el gen truncado, obtuvimos una
mayor amplificacion a 51.4 °C, lo que concuerda con un estudio que describié que con
primers con un alto contenido de adenina y timina, las temperaturas optimas de
alineacion estan por debajo de 60°C utilizando la polimerasa HIFi Kappa (Nagai et al.,
2022). Se esperaba que las clonas transformantes con picAd1 amplificaran un fragmento
de 3,310 pb, sin embargo, las clonas 4 y 5 amplificaron un fragmento ligeramente menor
de unos 2,600 pb aproximadamente (Figura 10). La clona 5 presenta mayor cantidad de
amplicdn que la clona 4, lo cual podria ser efecto de errores técnicos al no colocar la
misma cantidad de muestra de ADN plasmidico en el mastermix. En cuanto a las clonas
1 y 3, no tuvieron ninguna amplificacion, que igualmente el error puede ser técnico, o el
plasmido se corté en un lugar diferente y se elimind el gen pic. Debido a esto, hicimos
una segunda verificacion de la mutante mediante una digestion enzimatica con las
enzimas EcoRl y Xbal por separado para linealizar los plasmidos de las clonas 4, 5y 7
(Figura 11) y concluyeron que el plasmido pTrcHis2B::picAd1 linearizado tiene una
logitud de 7,710 pb. Henderson et al. (1999) reportaron por primera vez que el gen pic
tiene un tamafo de 4,137 pb, de los cuales el dominio serin proteasa (d1) tiene una
longitud de 792 pb. Al clonar pic en pTrc, la construccion tuvo una longitud de 8,502 pb y
al eliminar el d1 la construccién pTrcHis2B::picAd1 deberia ser de 7,710 pb. Sin embargo,

al hacer el corte notamos que el plasmido linealizado tiene una longitud de unos 6,500
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pb aproximadamente, por lo que faltan unos 1,200 bp, lo que ayuda a justificar los pb
faltantes durante la PCR (Figura 10).

Al obtener la construccion pTrcHis2B::picAd1, procedimos a realizar la secrecion,
purificacion y concentracion de PicAd1 y Pic a partir de E. coli BL21 y HB101. La
secrecion de la proteasa Pic tuvo un peso molecular de 116 KDa que correponde a lo ya
reportado en la literatura (Flores-Sanchez et al., 2020; Henderson et al., 1999; Navarro-
Garcia et al., 2010), sin embargo, en la secrecion de PicAd1 presentd un peso molecular
de 61.1 KDa que no correponde al peso molecular calculado en el programa
bioinformatico Expasy compute Pl/Mw tool (Gasteiger et al., 2005) dandonos una
estimacion de 82.6 KDa de la proteina mutante (Figura 12). El peso menor de PicAd1, la
longitud menor del amplicon de pic y el menor tamafo del plasmido pTrcHis2B::picAd1
linealizado con Xbal/EcoRlI indican un posible corte erroneo y la pérdida de una region
fuera del subdominio d1. Pese a que la proteina esta truncada, sigue teniendo una buena
secrecion y ésta fue incluso mayor que la de Pic, lo que refiere que sigue teniendo un
buen procesamiento para su secrecion.

Para confirmar la regién faltante del plamisdo pTrcHis2B::picAd1, secuenciamos
el gen picAd1 (picAd1Sec) y posteriormente, hacer un alineamiento de picAd1Sec y
picAd1 tedérica en MUSCLE (Edgar, 2004) el cual nos indicé que los primeros 140
nucleodtidos de ambos genes son idénticos, a excepcion de la delecidn en la pdsicion
25, lo que cambiaria el marco de lectura y produciria una proteina truncada. También hay
una mutacion A/G en la posicion 79, pero no se cambia el marco de lectura (Figura 13).
La region correspondiente a la 3-hélice1 esta deletada en esta construccion, faltando 609
pb, correspondiendo a unos 20.9 kDa, lo que explica que la proteina secretada tenga un
peso de aproximadamente 60 kDa en vez de los 82 kDa que deberia tener segun la
secuencia teorica.

Como las clonas analizadas producian proteinas que tenian una delecién del
subdominio d1 asi como de la B-hélice 1, decidimos repetir el procedimiento de delecién
del subdominio d1 por PCR inversa. De las clonas transformantes analizamos 14 por
PCR y encontramos que la C4, la C7 y la C12 producian amplicones de una longitud de
unos 3,310 pb (Figura 14), por lo que probamos la secrecién de PicAd1y encontramos

que la C12 secretaba una proteina de unos 82 kDa, lo cual coincide con el peso tedrico
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del DP de PicAd1 (Figura 15). Esta proteina también fue reconocida utilizando anti Pic,
lo que apoya la nocion de que la proteina secretada era en realidad PicAd1, sin embargo,
para asegurarnos de que el corte habia sido en el sitio correcto decidimos secuenciar
nuevamente la regién 3’ de picAd1. Los resultados mostraron que el gen pic tenia los
sitios de corte Avrll, Bglll y Spel y que se habia deletado correctamente el subdominio
d1 (Figura 16). Aunque los sitios de corte estén presentes, existen 3 sustituciones y una
delecién, aunque ésta ultima se encuentra en la region mas al extremo del amplicon
secuenciado, lo que podria indicar que se trata de un error de secuenciacion ya que los
extremos de fragmentos largos tienen menores intensidades de fluorescencia (Platt et
al., 2007). Las 3 sustituciones restantes (A312/G; T316/C y A405/C) no cambian el marco
de lectura de la proteina. Las primeras dos sustituciones (A312/G; T316/C) son
mutaciones silenciosas ya que no cambian el aminoacido codificado, sin embargo la
tercera sustitucion A405/C cambia la treonina 72 por una prolina. De acuerdo con Li et
al. (1996) las prolinas son fuertes disruptores tanto de las B-hélices como de las a-
hélices, por lo que este cambio podria traer consecuencias en el plegamiento de PicAd1,
aunque en los experimentos de secrecion no vimos una alteracion en la secrecion de la
proteina (Figura 15).

Los acoplamientos moleculares nos permitieron encontrar que el mejor candidato
a ser el receptor fue PAR2 y la region a la cual se podria unir del DP Pic es el subdominio
d1. Ademas, en 3 acoplamientos moleculares con los receptores ALX/FPR2, P2Y2R y
EGFR encontramos que el subdominio d2 es el que se uniria a dichos receptores, por lo
cual realizar una construccion deletando dicho subdominio seria importante para validar
los resultados bioinformaticos.

La construccion pTrcHis2B::picAd1 se realizd con el fin de saber si el subdominio
d1 es la que se une al receptor PAR2. Para comprobar esto, utilizaremos un cultivo de
células LS174T que se expondran a la proteina Pic nativa que sabemos desencadena la
secrecion rapida de moco, sin embargo, al agregar PicAd1 no debe haber secrecién de
mucinas en dado caso que sea el subdominio d1 quien active la secreciéon de moco. En
caso de que PicAd1 siga aumentando la secrecion de mucinas, se evaluara la funcién
del subdominio d2 como posible ligando de receptores promotores a la secrecién de

mucinas.
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Por ultimo, con la finalidad de saber si PAR2 es el receptor que desencadena la
secrecion de moco en las celulas caliciformes, procederemos a relizar un experimento
en el cual a células LS174T tendran una preincubacion con un antagonista de PAR2,
para posteriormente agregarles a Pic nativa, si no existe secrecion de moco, refiere a

qgue este receptor es el que se une a DP Pic para desencadenar la secrecion de mucinas.

CONCLUSIONES

1. En este trabajo obtuvimos el modelo tridimensional del DP Pic.
2. Los acoplamientos moleculares identificaron la interaccion de:
o AlR con el subdominio d1
o ALX/FPR2 con el subdominio d2
o P2Y2R con el subdominio d2
o PAR2 con el subdominio d1
o EGFR con el subdominio d2

3. El mejor acoplamiento molecular fue con PAR2 y el subdominio d1 de DP Pic, en
el cual identificamos 5 aminoacidos del receptor que estan reportados en la
literatura y un aminoacido que estan en una posicion muy cercana.

4. Existe un pocket en PAR2 en donde se une d1 de DP Pic, similar a su ligando
natural.

5. Tanto el subdominio d1 como el subdominio d2 podria ser la posible secuencia en
Pic que interacciona con el receptor para permitir la sefializacion que lleva a la
activacion de la via de sefializacion PLC/ IP3-DAG.

6. Se logro la delecién del subdominio d1. Posteriormente, E. coli HB101 Y BL21
fueron transformados con el plasmido con pTrcHis2B::picAd1.

7. La mutante PicAd1 mostrdé un peso molecular de 82.6 KDa en la cepa de E. coli
BL21.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo realizamos la construccion de pTrcHis2B::picAd1 en E. coli HB101 y
BL21 para obtener la proteina mutante PicAd1, ya que en el mejor acoplamiento
molecular observamos que el subdominio d1 es la region a la cual se une el receptor
PARZ2, a nivel bioinforméatico. Por lo tanto, para comprobar esto in vitro, necesitaremos
utilizar esta mutante en un cultivo de células de LS174T y comprobar que la secrecion
de moco es nula, a diferencia de Pic nativa que se ha comprobado que propicia la
secrecion rapida de mucinas (Flores-Sanchez et al., 2020).

En el caso de identificar el receptor que desencadena la via de PLC/DAG-
IP3/Calcio a través de Pic, se utilizara antagonistas del receptor PAR2 preincubados en
las células LS174T, después incubarlas con Pic nativa y cuantificar la secrecion de
mucinas, si huestras predicciones con los acoplamientos son ciertas, este receptor sera
el que se una a Pic y propiciara la secrecién rapida de moco.

En caso de que el subdominio d1 no sea la regién a la cual se une el receptor,
observamos que el subdominio d2 también interaccionaba con buena afinidad a los
receptores ALX/FPR2, P2Y2R y EGFR. Por lo tanto, construir la mutante PicAd2 nos
ayudaria a comprobar si el subdominio d2 interacciona con el receptor que desencadena

la secrecion rapida de mucinas.
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