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1.0. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES
GENERALES DEL TEMA

1.1.1.Historiay Epidemiologia

Streptococcus pneumoniae ha sido uno de los microorganismos mas estudiado

desde que fue aislado en 1881 por Pasteur en la saliva humana. El estudio
sistematico de sus propiedades como agente de enfermedad humana ha
conducido a los mas importantes descubrimientos de la biologia médica.
Después de su descubrimiento fue establecida su relacién con la neumonia.
Mas tarde, en 1910 el reconocimiento de los distintos tipos serol6gicos condujo
a la obtencion de antisueros especificos y, con ello, al primer tratamiento eficaz
de la neumonia neumocdcica. Siguieron las observaciones de Avery,
Heidelberger y Goebbel sobre la estructura quimica de los antigenos
capsulares y su papel en la virulencia bacteriana. El descubrimiento de que los
antigenos capsulares eran carbohidratos tuvo importantes efectos sobre la
inmunologia como ciencia, puesto que se pensaba que todas las sustancias
inmunogénicas eran proteinas. En 1928, Griffith observd que las células de

neumococo de un tipo seroldégico podian transformarse en células
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neumocécicas de otro tipo in vivo. Mas tarde, Avery, McLeod y McCarthy
descubrieron que el constituyente quimico de las células neumocdcicas
responsable de la transformacion era su ADN. Otros importantes
descubrimientos resultantes de la investigacion en el neumococo fueron la

eficacia terapéutica de la penicilina y el papel de la capsula en la resistencia a

la fagocitosis. (Luis A.C. “STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE RESISTENTE A CIPROFLOXACINO.

ACTIVIDAD DE NUEVAS QUINOLONAS” 2001.)

En México Streptococcus pneumoniae tiene una gran relevancia en la salud

publica ya que es responsable de una gran cantidad de infecciones
respiratorias prevalentes de la comunidad: es el patdgeno aislado con mayor
frecuencia en infecciones focales, como otitis media aguda y sinusitis y el mas
frecuentemente relacionado con las infecciones invasivas en la infancia: se
aisla en el 50% de las neumonias bacterianas y es el primer agente de las
bacteriemias y de meningitis. (Arch Pediatr Urug 2004; 75(1): 91-103) Las infecciones

invasivas por S. pneumoniae constituyen un serio problema de salud publica en

paises en desarrollo por las elevadas tasas de mortalidad que presentan.
(Infecciones respiratorias agudas en las Américas. Bol Epidemiol OPS 1995; 16 (4):1-5.) Tan solo en el
afio 2010 se reportaron 234 casos de personas infectadas en México con S.
Pneumoniae (Tabla 1 y 2) segun el informe regional SIREVA Il de ese afio. En
su mayoria Neumonia con 58.1%, en segundo lugar con 12,8% meningitis, en
tercer lugar con 12.4% Bacteriemia, en cuarto lugar con 10.3% septicemia y

6.4% otras infecciones.
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Fuente
Gr:ﬂzz de Hemocultivo LCR I;g‘:j';? Otros* Total

n Yo n Y n Y n o n Y
<12 meses g 19,1 11 234 3 6.4 24 21,1 47 201
12 - 23 meses & 21 3 7.9 11 28,9 16 421 38 16,2
24 - 59 meses 8 20,5 2 5.1 9 231 20 51,3 39 16,7
25 a 14 anos 21 a5 8 7 11,9 B 136 23 39,0 54 25,2
15 a 59 anos 10 31,3 B 18,8 3 9.4 13 408 3z 13,7
260 anos & 333 1 2.6 2 11,1 9 20,0 18 7.7
Sin dato™ 1 0,0 0 0,0 0 0.0 0 0,0 1 04
Total 63 26,9 30 12,8 36 154 | 105 44,9 234 | 100,0

[T e e -y e - P e e g e

Tabla X. Namero de aislamientos invasores por grupos de edad y por Fuente (Hemocultivo, Liquido

cefalorraquideo, liquido pleural, otros)

Diagnostico
G"’;ﬂ':z de Heumonia Meningitis Sepsis Bacteriemia Otras® Total
’ n % | n % | n | % n % | n | % | n | %
<12 meses 24 511 11 23,3 B 12,8 2 473 4 8.5 47 20,1
12 - 23 meses 7 71,1 3 7.9 1 26 3 7.0 4 10,5 3B 16,2
24 - 59 meses 28 71,8 2 5.1 4 10,3 3 7T 2 5.1 ki) 16,7
=5 a 14 anos Ky 52,5 7 11,9 & 13,6 10 16,9 3 =1 59 25,2
15 a 59 afos 15 46,9 G 18,7 4 12,5 6 18,8 1 31 32 13,7
=60 afos 10 33,5 1 5,6 1 5,6 5 277 1 3.6 18 7.7
Sin dato™ 1 0,0 1] 0,0 0 0,0 0 0.0 0 0.0 1 0,4
Total 136 58,1 30 12,8 | 24 10,3 29 124 | 15 G4 [ 234 (1 uu.n{

Tabla XI. Nimero de aislamientos invasores por grupos de edad y por diagnéstico

Asi mismo la pariciébn de cepas resistentes a antibioticos, complica mas el
tema. Por lo que plantea nuevas situaciones que deben ser analizadas en
funcién de ofrecer alternativas para el tratamiento y la prevencion de este

agente oportunista.

En cuanto a la forma en que el neumococo expresa la resistencia a los
antibioticos, se ha precisado que se debe a alteraciones estructurales de la

pared celular bacteriana. Asi, se ha identificado que, cuando menos cuatro de
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las cinco proteinas enlazadoras de antibiéticos, sufren cambios dramaticos en
su afinidad para unirse a las moléculas del antibidtico. Estas alteraciones son
debidas a mutaciones genéticas. Hasta ahora no se ha demostrado que estén
ligadas al aumento o a la disminucién de la virulencia del S. pneumoniae. Un
dato epidemioldgico importante es que la presencia de CMI (concentracion
minima inhibitoria) elevadas, es un marcador de la resistencia multiple a
diversas especies de antimicrobianos como el cloranfenicol, el trimetoprim-

sulfametoxazol, la eritromicina, la tetraciclina y los aminoglucésidos. (Velarde,

2010).
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1.1.2. Caractereisticas microscopicas
de Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, es una bacteria Gram positiva de 1,2-1,8 um de

longitud, que presenta una forma oval. Es inmdvil, no forma endosporas.

Generalmente, se presenta en forma de diplococo (Ryan, 2004).

IMAGEN 1. Diplococo: www.wales.nhs.uk. IMAGEN 2. Cadena de Streptococcus

pneumoniae: www.wales.nhs.uk.

10


http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram_positiva
http://www.wales.nhs.uk/
http://www.wales.nhs.uk/

Universidad Auténoma de la Ciudad de México UACM
Nada humano me es ajeno

Posgrado en Ciencias Gendmicas

1.1.3. Factores de virulencia
Streptococcus pneumoniae

e Adhesinas: Son moléculas de superficie que han mostrado la funcion de

adherirse a las células epiteliales del hospedero. Estas moléculas son
necesarias para la colonizacibn adjuntandose a la capa mucosa en
interactuando con sus componentes como la mucina. Como resultado de esta

interaccion se produce el dafio (Davies y col. 1995).

Capsula polisacéarida: La capsula es una estructura externa a la pared
celular, de naturaleza polisacarida. Es indispensable para la patogénesis de
las infecciones neumococcicas. La composicion de la capsula es variable en
diferentes cepas y permite agrupar a S.pneumoniaeen mas de 90
diferentes serotipos capsulares (Van Damm, 1990).

La identificacion de cada serotipo se realiza mediante una reaccion antigeno-
anticuerpo utilizando antisueros especificos, 1o que da como resultado un
agrandamiento de la capsula. (Prado, 2001). La capsula es el factor de
virulencia mas importante, ya que las cepas capsuladas son capaces de
eludir la accion fagocitaria en ausencia de anticuerpos especificos. También
inhibe la activacion del complemento por la via alterna y degrada el fragmento

C3b unido a la superficie bacteriana (Prado, 2001).

11
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Pneumolisina: Son proteinas toxicas, conocidas como toxinas formadora de

poro (PLY), pueden lisar cualquier célula eucariota con colesterol en su

membrana (Benton y col. 1997).

Pneuraminidasa: Es una enzima capaz de hidrolizar las glucoproteinas y los
glucolipidos celulares y por lo tanto ayuda a la diseminacion y multiplicacion
de S. pneumoniae en los tejidos infectados. Disminuye la viscosidad del
mucus que reviste el epitelio respiratorio y altera la estructura de los
oligosacaridos, exponiendo los receptores y facilitando la colonizacién.
(Prado, 2001).

Autolisina : Denominada también amidasa, es una enzima que hidroliza la
capa de peptidoglicano en un sitio especifico entre el acido N-acetil muramico

y el residuo alanina del puente peptidico. (Prado, 2001).

Proteinas de superficie PspA y PspC : PspA, es la proteina de superficie
neumocal A, de union a colina. Es expresada en todos los aislados clinicos
de S. pneumoniae y ha sido considerada para el desarrollo de vacunas por
sus cualidades inmunogénicas, interviniendo en la inactivaciéon del
complemento.(Tu, 1999). PspC también es una proteina de superficie de
unién a colina. PspC se puede unir al factor H(FH), un regulador negativo de
la ruta alternativa. Se considera que podria prevenir la actividad de la ruta

alternativa contra S. pneumoniae (Dave y col. 1994).

12
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e Proteasa de la Inmunoglobulina A: Degrada a la inmunoglobulina Al

(Benton y col. 1997).

e Mecanismos de adquisicion de hierro: La habilidad de adquirir hierro en
condiciones de baja disponibilidad de este, se encuentra relacionada con la
virulencia en una gran cantidad de bacterias patégenas (Payne, 1988). Tal

es el caso particular de la proteinas PitlA y pit2A. (Brown, 2001).

13
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1.1.4. Fisiologia y condiciones para el
crecimiento en medios de cultivo

Los medios de cultivo aportan los nutrientes necesarios para el crecimiento
de S. pneumoniae son medios que contienen agar soya tripticasa, agar
infusidn cerebro/corazén o base de agar sangre, los cuales deben contar con
la adicibn de 5% de sangre de cordero. Carece de la enzima catalasa,
necesaria para la descomposicion del perdoxido de hidrégeno en agua y
oxigeno. Esta enzima debe ser aportada en forma exdgena; en la practica es
proporcionada por la sangre. El crecimiento y desarrollo bacteriano se ve
facilitado en un ambiente con 8 a 10% de COZ2. En los medios de cultivo antes
sefalados este microorganismo crece formando colonias redondas, mucosas y
no pigmentadas, de 1 a 3 mm de didmetro, las cuales al cabo de 48 horas
presentan un aspecto con una depresion central producida por una autolisis
celular progresiva, S. pneumoniae tiene un tiempo de duplicacion entre 20 y

30 minutos.

En los medios con sangre las colonias producen una hemdlisis tipo alfa, es
decir digestion parcial de la hemoglobina y la colonia se rodea de un halo

verdoso (Prado, 2001).

La base de agar sangre: La base de agar sangre incluye infusion de musculo
de corazon y peptona de caseina, estas proporcionan la fuente de nitrégeno,

carbono, y aminoacidos. El extracto de levadura provee de vitaminas y de

14
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aminoacidos esenciales para el microorganismo. El cloruro de sodio mantiene
el balance osmotico y el agar es usado como agente solidificante. Este medio
esta relativamente libre de azlcares reductores los cuales interfieren en las
reacciones hemoliticas de estreptococos. El patron de las reacciones

hemoliticas puede variar dependiendo del tipo de sangre utilizada (Todd-

Hewitt, 1932).

Figura 3.Sembrado masivo de S. pneumoniae R6 en placa de base de agar
sangre. (Vazquez Z. UACM. 2011).

15
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1.1.5. Identificacion de Streptococcus
pneumoniae

La identificacion de neumococo se lleva a cabo a través de las siguientes

pruebas:

o Su solubilizacién en presencia de sales biliares.

o Su sensibilidad a optoquina.

o La reaccion capsular frente a antisueros especificos o "Quellung".
o Diagnostico Molecular.

Clasicamente la caracterizacion microbiolégica ha sido confiada a diferentes
métodos, principalmente en la morfologia colonial, seguido de la seleccion de
una colonia para su subsecuente seleccion, tipificacion. En adiciéon a esto la
sensibilidad con optoquina y la solubilidad en presencia de sales biliares, con la
aglutinacidon por anticuerpos contra los polisacéaridos de la capsula neumocal.
Estos métodos convencionales permiten la identificacion de la mayoria de los
aislados, pero no dejan de mostrar dificultades tales como falsos positivos con

streptococcis relacionados (Waite y col. 2003).

En cuanto al diagnostico molecular se incluye la prueba basada en la
secuencia de DNA 16s ribosomal, o la digestion del gen amplificado 16s
ribosomal; pruebas para la mayoria de las autolisinas neumocales;

amplificacion por PCR para los genes de autolisinas (lyt A) ( Gillespies y col.)

1994), el gen de pneumolisina (ply), psaA, pit2, genes pbp (Rudolph y col.

1993). y el gen para Pep 27. Para desarrollar herramientas de diagnostico

16
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efectivo para pneumococcus, necesitamos entender mas acerca de los

microorganismos relacionados con S. pneumoniae. ( Waite y col. 2003).

17
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1.1.6. El Hierro para las bacterias

El hierro se encuentra en dos estados de oxidacion, Fe®* (Férrico) o
Fe*"(Ferroso), este catién es esencial para todos los seres vivos debido a que
es un cofactor de las proteinas hierro azufre que ademas funciona como
agente reductor en reacciones de oxido reduccion en la célula como es el
caso de transporte de electrones, la atraccion de oxigeno, la reduccion de
peréxidos , la sintesis de DNA, aminoacidos y nucleétidos (Horton y col.

2002).

El exceso de hierro puede causar serias consecuencias a los organismos,
tales como la formacion de grupos reactivos OH-, que dafian a los &cidos
nucleicos, aminoacidos y acidos grasos. Dado los efectos nocivos que
produce el hierro, este no se encuentra en forma libre en el ser humano y
necesita ser almacenado en proteinas especializadas denominadas
metaloproteinas, Dentro de las metaloproteinas se encuentran algunas
proteinas que en su estructura presentan al cation hierro unido de forma
covalente sin la presencia de algun grupo prostético. Por otra parte, también
dentro de las metaloproteinas existen proteinas de unién a hierro a través de
un grupo prostético, como tal es el caso de las proteinas que contienen al
grupo prostético Hemo; esto puede ser clasificado como aparece en la tabla 1

(Martinez 2005).

18
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Las principales funciones de las proteinas de unién a hierro con el grupo

prostético hemo, transporte del hierro, brevemente las caracteristicas de las

proteinas con grupo hemo estan descritas en la tabla 2.

METALOPROTEINAS

PROTEINAS DE UNION | PROTEINAS DE UNION A
A HIERRO SIN GRUPO HIERRO CON GRUPO

PROSTETICO PROSTETICO HEMO
TRANSFERRINA Hemopexina
LACTOFERRIMA Haptoglobina

FERRITINA Albumina
Mioglobina

Catalasa
Citocromaos

Hemoglobina

Tabla 1 Clasificacion de las metaloproteinas de origen fisioldgico

presentes en el ser humano (Gozalez, 2008).

19
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Como se muestra en la tabla 1 existe una variedad de proteinas en el ser

humano con el grupo hemo en su estructura y cuyas caracteristicas son

resumidas en la tabla 2 (Gonzéalez M; 2008).

20



Universidad Autonoma de la Ciudad de México
Nada humano me es ajeno

UACM

Posgrado en Ciencias Gendmicas

PROTEINA kDa LOCALIZACION FUNCION
Hemopexina 60 Suero Une al grupo hemo
Haptoglobina 80-160 Suero Une Hemoglobina libre
Albumina 67 Suero Acarrea grupos hemo
Mioglobina 17.8 Musculo Transporte de oxigeno
Catalasa 244 Peroxisomas Cataliza la descomposicién de H,O, en H,Oy O,
Varia Membrana
Citocromos dependiendo | citoplasmatica Transporte de moléculas energéticas

Hemoglobina

del citocromo

68

mitocondrial

Eritrocitos

Transporta O, y CO,

Tabla 2 Proteinas que unen al grupo hemo y funcién abreviada (Gonzélez M; 2008).
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1.1.7. Estructura y propiedades del
grupo Hemo

El grupo hemo es un grupo prostético (grupo no proteico) que forma parte de
diversas  proteinas, contiene hierroy un anillo de porfirina; es
un tetrapirrol ciclico, el tetrapirrol esta compuesto por 4 cadenas
de pirrol enlazadas a un anillo, en el centro de este anillo se encuentra el atomo

de hierro. (Bohinski, 2000).

CH
2 CH,

/CH2

Figura 4. Esquematizacion del grupo Hemo (Alberts y
col, 1996)
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1.1.8. Adquisicion de hierro en los
microorganismos

Las bacterias patdgenas necesitan el hierro para llevar a cabo su proceso
infeccioso (Liu y col; 2006). Sin embargo el poco hierro libre que no ha sido
almacenado por las proteinas resulta insuficiente para que las bacterias
puedan sobrevivir (Andrew y col; 2003). Por lo tanto las bacterias han
desarrollado mecanismos para obtener hierro. Estos pueden ser indirectos,
grupo al que pertenecen los sideréforos y los hemdéforos; Consiste en la
secrecion de dichas moléculas captadoras de hierro o del grupo hemo, que
posteriormente transportan al hierro o hemo hacia la célula bacteriana
mediante el reconocimiento con receptores para sideroforos o para hemaoforos.
Por otra parte estd el mecanismo directo, el cual solo consiste en el
reconocimiento que realiza el receptor a la proteina portadora del hierro

(Anzaldi y col 2010).
Por lo tanto la adquisicion de hierro se realiza por medio de alguno de los

siguientes mecanismos que se presentan en el siguiente diagrama y que se

encuentra esquematizada en la figura 5.
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INDIRECTO

Sideroforos

A. Sideroforos

B. Hemoforos

Hemoforos

C. Receptores [ actoferrina
R Ferritina

DIRECTO

Figura 5: Mecanismos de adquisicion de hierro (Anzaldi y Col. 2010).
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D. Direct heme E. Hemaophore-
uptake systems mediated heme
uptake systems

I ABC
Transpeptidase transporter Hemophore
secretion
=

Heme targeted to:
1. Cytoplasmic membrane
2. Heme oxygenases

Gram positive bacteria

Figura 6: Mecanismos de adquisicion de hierro (Anzaldi y Col. 2010).

A. Sider6foros: Son moléculas quelantes de hierro, tienen peso molecular
menor a 1000 Da, poseen una constante de afinidad al Fe** de 10°° M, son
altamente electronegativos y unen preferentemente Fe®", los sideréforos son
sintetizados en respuesta a la carencia de hierro (Neilands, 1995).

B.

25



Universidad Autonoma de la Ciudad de México UACM
Nada humano me es ajeno
Posgrado en Ciencias Gendmicas
C. Hemoforos: La mayoria de los reportes estdn dados en bacterias gram
negativas, son secretadas al medio externo y capaces de unir al grupo hemo
de diversas fuentes como Hb o hemopexina, tienen pesos moleculares

aproximadamente de 10kDa- 30kDa en bacterias gram negativas. (Andrews y

col 2003).

D. Receptores: Los receptores son lipoproteinas presentes en
la membrana plasmatica, a las que se unen especificamente otras sustancias

quimicas llamadas moléculas sefializadoras (Bohinski, 2000).
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Centrando principal interés en el mecanismo indirecto que involucra
especificamente a los hemoforos. En la figura numero 6 se muestra una

representacion del mecanismo de adquisicion de hierro a través de hemoforos

tomando como modelo de estudio al microorganismo Bacillus anthracis.

Medio Extracelular

R RRRR]

1 Pared Celular

Membrana Celular

Citoplasma

Figura 7: Mecanismo de adquisicion de hierro a través de hemoéforos en

Bacillus anthracis (Marian 2009).

Se tiene reportado en algunas bacterias gram positivo adquieren el hierro del

grupo hemo via un modulo especializado en el transporte de hierro
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denominado NEAR, cuyo nombre proviene del dominio transportador de hierro
NEAT.

Por lo menos tres atributos distintintos y funcionales se han adjudicado a las

proteinas NEAT:

1. Unién del grupo hemo y de la hemoglobina.
2. Extraccién del grupo hemo de la hemoglobina.
3. Transferencia del grupo hemo de dominio NEAT a dominio NEAT.

Para B. anthracis, se conoce que éste microorganismo secreta dos médulos
proteicos NEAT, hacia el medio extracelular denominados IsdX1 e IsdX2, los
cuales al parecer extraen al grupo hemo directamente de la Hemoglobina
contribuyendo a su crecimiento, teniendo como Unica fuente de hierro a la
hemoglobina. De hecho se tiene la hipétesis que estos hemdéforos transportan
al grupo hemo a una proteina anclada a la pared celular llamada IsdC, que se
encarga de recibir al hemoéforo permitiendo que la transferencia del grupo

hemo se dé mediante el contacto entre Isdc e IsdX1 6 IsdX2.
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Se propone que la ruta de adquisicion y transporte del grupo hemo a través de
hemoforos en B.anthracis es de la siguiente manera: Se inicia con la secrecién
de Apo-IsdX1 hacia el tejido, sangre, extractos de hemo provenientes de
hemoglobina libre. Una vez como Holo-IsdX1 esta interactia con los bacilos en

crecimiento a través de uniones fisicas tipo NEAT-NEAT con la apo-IscC, de

manera que se facilita la transferencia del grupo hemo a la célula bacteriana.

Alternativamente, IsdX1 puede transferir el hemo hacia otra proteina secretada
0 asociada a la célula llamada IsdX2; Sin embargo, esta Ultima ruta no se
encuentra bien descrita. IsdC puede pasar el grupo hemo a un transportador
ABC de la membrana (IsdE), que presenta homologia con el de S. aureus.
Finalmente, IsdG recibe y degrada al grupo hemo en el citosol para liberar al

hierro (Fabian y col; 2009).
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1.2.ESTADO DEL ARTE

El hierro es un co-factor para una gran cantidad de enzimas y es conocido por
regular la expresion génica en muchos patdgenos. S. pneumoniae
normalmente coloniza la mucosa del tracto nasofaringeo el cual es un
ambiente restringido en hierro. En contraste durante la bacteremia el hierro
disponible en las proteinas hemo y no-hemo incrementa potencialmente
debido a que la lisis de las células del hospedero permite la liberacién del hierro

almacenado en las proteinas de union a hierro (Benton, 1997).

Se ha mostrado que en medios ausentes de hierro S. pneumoniae presenta
crecimiento reducido. Sin embargo, la adicion de diferentes fuentes fisioldgicas
de hierro restablecieron el crecimiento. En presencia de fuentes de hierro la
expresion de hemolisinas y toxinas fue incrementada significativamente. Estos
hallazgos sugieren gue la expresion de genes de virulencia en S.
pneumoniae estan diferencialmente regulados en respuesta a la cantidad

y tipo de fuente de hierro disponible en el hospedero (Gupta y col; 2009).

Se ha reportado que los pneumococcus utilizan sales férricas y ferrosas,
hemoglobina y heminas como fuentes de hierro (Brown y col. 2001). Los
Pneumococcus pueden unir hemina, también han sido identificadas proteinas

hipotéticas de unién a hemina. Algunos sistemas de transporte ferrihidroximato
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han sido detectados, tales pueden sustituir a los sideréforos, transportando

ferricromo y ferrioxamina (Pramanik y col. 2006).

El microorganismo B. anthracis; modelo de estudio de microorganismos gran
positivo, secreta dos proteinas o hemoforos IsdX1 e IsdX2, que presentan
dominios NEAT. Especialmente I1sdX2 posee cinco dominios NEAT, implicando
que esta proteina sea multifuncional, quiz4 desempefie un rol como almacén
durante el transporte del grupo hemo, y a su vez también presenta un rol que le
permite estar asociado directamente sobre las proteinas de la pared celular

(Holger, 2009).
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1.3.ANTECEDENTES
PARTICULARES DEL TEMA

Uno de los retos que S. pneumoniae presenta al ser un microorganismo
invasor de la mucosa nasofaringea es la adquisicion de fierro, mismo que es
secuestrado  por el hospedero y disponible en forma libre para el
microorganismo en cantidades insuficientes para el crecimiento bacteriano. S.
pneumoniae es reconocido por no secretar sideréforos, aunque varios ABC
transporters, captadores de hierro se han identificado, como Pit (proveniente
del operon pit; pneumocal iron transporter), Piu (proveniente del operon piu;
pneumocal iron uptake) y Pia (proveniente del operon pia; pneumocal iron
acquisition) (Brown y col. 2001), los cuales han mostrado ser necesarios para
sobrevivir y crecer in vivo bajo condiciones escasas de hierro (Brown y col;

2002).

La habilidad de adquirir hierro bajo condiciones fisiologicas ha sido asociada
con virulencia en una variedad de patégenos. La primera secuencia genomica
del pneumococo revelo la presencia de transportadores ABC hipotéticos. Sin
embargo, hasta el 2001 no se han encontrado genes que codifiguen para
enzimas biosintéticas de sideroforos, hemoforos o de receptores de

transferrina (Tettelin y col; 2001).
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En el 2009 Ruiguang y col demostraron la presencia tanto del mecanismo
directo como indirecto en la adquisicion de hierro en Streptococcus
pneumoniae, valido este ultimo mecanismo del acoplamiento de sideroforos, tal

y como se aprecia en la tabla 3

OTEAnism ransporter fumction substrate reference

5 progenas SinADBG/Spy3R3-386 ABC ransporier e e Smaoot et al., 2001; Montanez

etal, 2005

FiwFeABCIVSpy3R3-386  ABC transporier side rophone Hanks et al, 2003

MeABC ARC transporier Fet Janulezyk et al,, 1999, JTanulc-
zyketal, 2003; Sun et al ., 2008

SiaA BC/HisABC ARC transporier e me Bates et al,, 2003; Hanks et al.,
2006; Sook ot al, 2008

Shr heme roce ptor e me Zhu ot al, 2008

Shp ABRC transporier e me Lei et al., 2002; Liv and Lei,

20005, Nygaand et al., 2006,
Aranda et al., 2007; Ran et al,

2007
5 preumonise FiuBCDA ARC transporier e e Brown et al., 2001; Tai et al.,
2003
Pia/Pit' FhuDBGC ARC transporier side rophone Brown et al., 2001; Brown
etal, 2002; Pramanik and
Braun, 2006
5 equl EgqbHLI ABRC transporier side rophone Heather et al, 2008
5 apaltige WA BC ABC transporter Fe timn Bray et al., 2009
FuCDBG ABRC transporier side rophone Clancy et al., 2006

ABC transporer: ATP-binding protein cassete transporier.

Tabla 3 Resumen de tipo de mecanismos de adquisicion de hierro en

especies de Streptococcus.
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Se reveld en un estudio como el crecimiento de una cepa reconocida como
virulenta de S. pneumoniae (TIGR4), fue soportado con la utilizacion de
diferentes fuentes fisiolégicas de hierro, asi como la expresion de genes
conocidos hipotéticos de virulencia en respuesta a las fuentes potenciales de

hierro durante la colonizacién del tracto nasofaringeo y bacteremia. (Gupta y

col. 2009).
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Fig 8. Crecimiento de la cepa TIGR4 neumocal en diferentes fuentes de

hierro (Gupta R; et al. 2009).
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1.4.IMPORTANCIA DEL
CONTINUAR EL ESTUDIO
DEL TEMA

La colonizacién es el paso inicial en la patogénesis de todas las enfermedades
neumocales. Depende de la habilidad del neumococo de colonizar la mucosa
del tracto nasofaringeo sin inflamacién aparente y por otra parte de causar

enfermedad.

De tal modo que el paso entre colonizacion e infeccion esta dado por la
variedad de expresion y seleccibn de proteinas de las células
neumocales bajo diferentes condiciones. Por lo tanto es de considerar que
la caracterizacion de las proteinas que son secretadas al medio por parte de S.
pneumoniae puede proporcionar un conocimiento de los requerimientos

moleculares especificos para la colonizacion y para la infeccion.

Dado que la adquisicion de hierro para S. pneumoniae resulta ser un desafio,
y por otro lado la evidencia de médulos proteicos con funcion secuestrante del
grupo hemo como en B. anthracis; El entendimiento del mecanismo molecular
de la importacion de hierro provee concepto necesario y estructural para

disefiar inhibidores que blqueen dicho sistema durante la infeccion.
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El presente trabajo se establece en la importancia de identificar en el medio
exterior de S. pneumoniae, alguna proteina con actividad hemofora que sea
secretada por dicho microorganismo. Con el propésito de contribuir a la
inferencia o argumento actual sobre el proceso infeccioso de este

microorganismo en su hospedero.

De forma resumida podemos establecer lo siguiente, como una justificacion

para el estudio de este tema.

“El grupo Hemo es una fuente disponible de hierro para la mayoria de
las bacterias patdgenas, por tal las proteinas de la maquinaria implicada
en la adquisicion de hierro son un blanco potencial para la prevencion y

tratamiento de infecciones bacterianas”

HIPOTESIS:

S. pneumoniae posee un mecanismo indirecto para captar hemoglobina
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2.0 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Investigar el mecanismo indirecto de adquisicion de hierro teniendo como

fuente a la hemoglobina en S. pneumoniae.

OBJETIVOS PARTICULARES:

o Buscar proteina(s) secretada(s) por S. pneumoniae que puedan unir
hemo.
o Identificar la(s) proteina(s) secretada(s) que une hemoglobina.
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3.0 ESTRATEGIA
EXPERIMENTAL

La estrategia experimental fue llevada a cabo en cuatro etapas, en alguna de
ellas se esquematizan procesos esenciales para la ejecucion de dicha etapa,

con el proposito de que esta sea mejor ilustrada.

ETAPA #1

Cepa tipo R6 :: Cultivo de S. pneumoniae
Agar Sangre

J

Morfologia macroscopica

y tincion gram

J

Crecimiento en caldo
Todd-Hewntt

Quelacion del hierro Hemoglobina
libre del caldo Todd- |=—— | Hemina
Hewitt

Diagrama 1 Obtencion de cultivo celurar
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Separacion del boton celular

del medio de cultivo

|

Medio de Cultivo

!

Concentracion de componentes
del medio > 10 KDa

JL

ol

ETAPA #2

Cuantificacion de Validacion de [a integridad
proteing total con proteica con SDS-PAGE
Bradford

Diagrama 2. Obtencion de proteinas totales secretadas

. =

®Bg

%
MOL

Fill \ 4

Recover \c/

Collect

Esgquema 1. Proceso de ultraconcentracion
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Cromatografia de ETAPA#3

—>| D5
PAGE

afimidad al grupo Hemo.

Diagrama 3. Obtencion de proteinas secretadas afines a hemina.

1 J
3
7 |
|
INTERACCION ]
6

0
:
1
]

LAVADOS ELUCION

Esquema 2. Proceso de cromatografia de afinidad
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ETAPA#3

Cromatografia de —N\ TRANSFERENCIA

afimdad al grupo Hemo.

—>|  SDS- /
PAGE \L

Ensayo de
Overlay con
HD.

Diagrama 4. Ensayo de union a hemoglobina
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ETAPA #4

Obtencion PMF y
Analisis
£\ Analisis de la
L] proteina de
interés
mediante MS.

competencia entre
Hemo. Hb. Transferrina

Ensayos de

UACM
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Seleccion de
bandas de
interes

Diagrama 5. Obtencion de la identidad de la proteina candidato (banda de interés),

mediante Espectrometria de masas.
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4.0 METODO

4.1. Cultivo de S. pneumoniae
en agar sangre al 5%

Para la preparacion de 1L de Agar Sangre, se tomaron 40g de medio de
cultivo Base de Agar Sangre (Dibico ®) en un matraz erlenmeyer de 2L y

disolvieron en en un volumen de 1L de agua hasta ebullicion.

Se esterilizd6 en autoclave a 121° C por 15 minutos. Una vez esterilizado el
medio se espero a que este disminuyera su temperatura hasta que se pudiera
sostener por la base sin quemarse. En ese momento se agregaron 50 mL de
sangre de cordero desfibrinada (Dubico ®). El medio se vertié en cajas petri
con diametro de 10 cm. Reposar las cajas en la incubadora Thermo Scientific

LX a 37°C para prueba de esterilidad durante 24 hrs.
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4.1.1. Sembrado de S. pneumoniae
R6 y cepas resistentes en placa de
agar sangre

La bacteria S. pneumoniae tipo R6 son recuperados a partir de un congelado

en glicerol, presente en un criotubo.

Después se realizé la siembra de S. pneumoniae mediante la técnica de estria
cruzada, segun el esquema 1 con el propdsito de aislar colonias y validar la
presencia del microorganismo con morfologia colonial y microscopica con

tincion Gram, en el Microscopio de luz LeicaDME®.

Copyright © The McGraw-Hill C ies, Inc. ission required for rep ion or display.

Figura9. McGraw-Hill 2009
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4.1.2. Cultivo de S. pneumoniae en
caldo Todd-Hewitt

Se disolvieron 30g de medio Todd-Hewit marca Dibico® y 5g de extracto de
levadura marca Dibico ® en un litro de agua calentando hasta ebullicion,

esterilizar a 121°C durante 15 min.

Generacion de Overnight; fueron Inoculados 20mL de medio liquido Todd-
Hewitt con una caja petri entera que presente un cultivo de 24hrs de
crecimiento de S. pneumoniae. Se incubd en el equipo Thermo Scientific184 -
8212 a 37°Cy 10% de CO;, durante 24 hrs, esperando obtener una D.O. de

0.3.

Fue tomado el volumen necesario del overnight para ajustar a una D.O. de
0.1 y centrifugar a 5000 rpm en el equipo Beckman Coulter Allegra X-22R
Centrifuge por 5 minutos, posteriormente se elimino el medio y se adicion6
medio liquido Todd-Hewitt fresco para ajustar a una D.O. de 0.1; e iniciar el
monitoreo del crecimiento espectrofotométricamente con el equipo Thermo

Electron Biomate3 a una A= 600nm cada hora.

Nota: Para la quelacion o eliminacién del hierro libre del medio Todd-Hewitt,

debe ser adicionado con 2,2, dipiridil, (Sigma®), a una concentraciéon 700uM.
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Este medio serd utilizado para probar otras fuentes de hierro como:

Hemoglobina, Holotransferrina, FeCl; y Hemina (Sigma®).
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4.2. Extraccion proteinas
totales de S. pneumoniae

Una vez alcanzado una D.O. de 0.8 en el cultivo celular, este se centrifugd a
5000 rpm 10 minutos. Se eliminé el medio y se realizaron dos lavados al boton
con PBS (Phosphate Buffered Saline), posteriormente se adicioné PMSF (Fenil
metil sulfonil fluoruro) como inhibidor de proteasas a una concentracion de
1mM. Se resuspendio el boton en PBS, seguido de una sonicacion en el
equipo Ultrasonic Processor GEx130, 3minutos con amplitud del 80% y lapsos

de 20x20.

4.2.1. Ultraconcentracion de proteinas

secretadas

Del mismo cultivo que resulté ser empleado para la extraccion de proteinas
totales, se utilizd para la obtencion de proteinas secretadas, para someterlas a
ultraconcentracion, procediendo de la siguiente manera: Una vez alcanzado la
D.O. de 0.8 en el cultivo celular este centrifugd a 5000 rpm durantelO
minutos, se separo el boton celular y se conservo el medio liquido de cultivo a
4°C, vertiéndolo en centricones Amicon-15 Ultra, de Millipore® con capacidad
de 15 mL y punto de corte de 10 KDa, con el proposito de concentrar 10 veces

el volumen original,
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bajo el proceso de centrifugacion a 7500 rpm durante 25 min., en el Beckman
Coulter Allegra X-22R Centrifuge .
Por tal de un volumen original de 25 mL de medio de cultivo con proteinas

secretadas, se obtuvieron 2.5 mL, a los cuales se les adicion6 PMSF a una

concentracion final de 1IMm.

Posteriormente se procedio a la cuantificacion de proteina total con Bradford
para detectar la dilucion apropiada para una concentracion de 2.5ug/ulL para su

empleo posterior en el proceso de cromatografia de afinidad.

4.2.2. Cuantificacion de Proteina total

con Bradford

La proteina se cuantifica, mediante el método de Bradford, usando una curva
patrén construida con las concentraciones de albumina indicadas en la tabla 5. La
deteccién de la Absorbancia se realizara en un lector de ELISA ELx800 a una A=

590nm.

Construir curva estandar para la cuantificacion de proteina, la cual se encuentra
constituida de la siguiente manera empleando como proteina de referencia
Albumina (Sigma ®), obtenida de una disolucion stock a una concentracion de

5mg/mL. Ensayo de Bradford (BioRad Hercules, CA, USA)
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Albuming Agua Bradford BLANCO
250uL Agua + 250ul Bradford
2.5uL 397.5uL 100uL T

2.5uL muestra + 397.5uL Agua + 100 Bradford

5uL 395uL 100uL
Leer en el lector de ELISA ELx800 a 590 nm empleado el programa

10uL 390uL 100uL KC Junior®.

15uL 385uL 100uL
20uL 380uL 100uL

25uL 375uL 100uL

Tabla 5: Curva patrén de albumina.

4.2.3. Preparacion de Geles de

Acrilamida al 12%

De acuerdo con la tabla 6 se muestran las cantidades empleadas para

obtencién de un gel de 8.0X7.3 cm al 12% de acrilamida

Gel Separador Gel Espaciador
ddH,0 3.2 ml 6.1 ml
Buffer 2.5 ml (pH 8.8) 1.5 ml (pH 6.8)
SDS 10% 100 pl 100 pl
Acrilamida  (neurotoxica 4.2 ml 1.3 ml
usar guantes)
TEMED ol 10 pl
Persulfato de amonio* o0 pl'* 90 pl*
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Tabla 6: Cantidades utilizadas de cada reactivo para la realizacion de geles de

poliacrilamida desnaturalizantes al 12%

A) PREPARACION DE GELES

1. En dos tubos diferentes se mezclaron los reactivos para la preparacion del gel
separador y de concentracion (espaciador), segun las cantidades antes descritas
con excepcion del persulfato de amonio, que se agregé en el momento antes de

verter la mezcla los geles.

2. Eliminar el aire de la mezcla mediante creacion de vacio (el aire inhibe la
3. reaccion de polimerizacién) por 15 minutos y a temperatura ambiente.

Ensamblar el molde para el gel utilizando vidrios de 1.00 mm de espesor.

4. Agregar a la mezcla correspondiente para el gel separador, 50 ul de
persulfato de amonio. Con una pipeta para 10 ml, colocada en una de las
esquinas superiores de los vidrios del molde para el gel, afiadir un total de 3.5 ml
de esta mezcla al molde. Inmediatamente agregar 200 ul de isopropanol sobre el
gel para evitar el contacto con el aire. Esta mezcla gelifica aproximadamente en

30 a 45 minutos.
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5. Una vez que gelificé la mezcla correspondiente al gel separador, se
descarta el isopropanol inclinando el molde ensamblado. Luego de esto se le
agrega al buffer espaciador 50 ul de persulfato de amonio. Se chorrea de la
misma manera que el buffer separador. La cantidad necesaria es aquella que se
afiade hasta que se rebalse del espacio entre los vidrios. Se coloca

inmediatamente el peine para 0.75 mm. Esta mezcla gelifica aproximadamente

en 30
B) PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez seleccionada la dilucién para contar con una concentracion total de
proteina de 2.5ug/uL, a dicha alicuota se le agregdé buffer de carga o buffer
Laemmli 4x en una proporcién de 1x para el buffer de carga, seguido de un
tratamiento térmico de la muestra a temperatura de ebullicién durante 6 minutos.
Después se enfrid la muestra en hielo para detener la actividad del buffer de

carga, y asi poder almacenar

A continuacion se muestra la formulacion para el buffer de carga 4x

= 2.4ml1MTris pH6.8
= 0.8 g SDS stock
= 4 ml 100% glicerina

= 0.01% Azul de bromofenol
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= 1 ml B-mercaptoetanol grado biologia molecular

= 2.8mldd

4.2.4. Validacion de Integridad
proteica con electroforesis SDS-
PAGE al 12% acrilamida

Las muestras de proteina fueron separadas en funcion de su peso molecular
aplicando 120 volts. Después de 1.5 hrs. se tifieron los geles con azul de
coomasie (10% de ac. acético, 40% de etanol y 0.05% de Coomasie azul
brillante) durante 30 min, para decolorar los geles se destifieron con una solucion
decolorante (30% de metanol, 40% de &cido acético en agua desionizada)

durante 1 hora.

4.2.5. Determinacion de Rf para

obtencion de peso molecular

El SDS-PAGE se us6, para determinar el peso molecular de proteinas. Para

ello se comparoé el Rf de la proteina problema con el de proteinas de referencia
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cuyo peso molecular se conoce. El Rf es el parametro experimental asociado a

esta

técnica, y se define como:

Distancia que migra una determinada proteina

Distancia que migra el frente del gel

El frente del gel se determina por la posicién de un compuesto de referencia de

movilidad méaxima, como puede ser el colorante azul de bromofenol.

Una vez que se cont6 con el Rf de las proteinas de referencia (proteinas del
marcador se procedié a la construccién de una linea recta donde se cuenta en
con el eje “ X” con la distancia migrada en mm y en el eje “Y” con el log P.M.
Para que a través de la ecuaciéon de la recta se obtuviera por interpolacion el

P.M. de las proteinas en estudio.

4.2.6. Cromatografia de Afinidad a

Hemina

Se tomaron 100 uL del extracto total ultraconcentrado de proteinas secretadas

de S. pneumoniae, a una concentracion de 2.5 ug/uLpara someterlos a una
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interaccion bajo agitacion maxima en el equipo Thermo Scientific modelo 9382

a 4°C durante 12 horas con 100uLde perlas de Hemin-Agarosa Tipo | Sigma-

Aldrich®.

Al transcurrir dicho tiempo se sometié la mezcla perlas-proteina secretadas a
una centrifugacion a 4000 rpm durante 1 min. en el equipo Beckman Coulter
Allegra X-22R Centrifug a 4°C, se recolecto el sobrenadante, y se le denominé
como flow-trough, seguido se adicionaron 100uL de una disolucion 500 mM de
NaCl, y se someti6é a centrifugacion a 4000 rpm también a 4°C durante 10 min,
este paso fue realizado por triplicado y cada una de las fracciones del

sobrenadante se le denominé Lavado, L1, L2 y L3 de manera subsecuente.

Finalmente a las perlas de Hemin-Agarosa se le adicionaron 100uL de una
disolucion 6M de Clorhidrato de Guanidina, y nuevamente se llevo a
centrifugacion a 4000 rpm 30 min. a 4°C, este paso se realizé por triplicado y
cada una de las fracciones del sobrenadante se le denominé Elucién, E1,E2 y

E3 subsecuentemente.
Para visualizar el proceso de cromatografia, de cada una de las fracciones

mencionadas se tomaron 25ulL y se cargaron en diferentes carriles de un gel al

12% de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.
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4.2.7. Inmovilizacion de Proteinas

Se transfirieron las proteinas perteneciente al proceso de cromatografia a una
membrana de nitrocelulosa a través de una corriente eléctrica, haciendo uso
del equipo de transferencia en semiseco Trans Blot SD-Semy Dry Transfer Cell
Biorad ®, en el siguiente orden: Papel filtro, membrana de nitrocelulosa, gel de
acrilamida con las proteinas separadas y por ultimo papel filtro. Se debe
humedecer con buffer de transferencia y eliminar burbujas de aire entre el gel y

la membrana de nitrocelulosa. Correr a 15 V durante 20 minutos.

4.2.8. Ensayo de Overlay

Una vez realizada la transferencia, se lavd la membrana con PBS (tween al
0.05%) 3 veces durante 15 minutos cada ciclo de lavado, se bloqueé con leche
al 5% por una hora Yy se realizaron 3 lavados con PBS. Después se incubé con

5ug/mL de Hemoglobina humana durante 12 horas a 4°C, se lavo la membrana

3 veces con PBS, y se incubo con el anticuerpo primario (anti-globina) a una
dilucion 1:10000, se lavé la membrana con PBS 3 ciclos, y por ultimo se
incub6é con el anticuerpo secundario (anti-anti-globina) 1:10000, nuevamente
se lavo con PBS durante 3 ciclos y por ultimo revelar con el kit de luminiscencia

de Millipore ®.
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4.2.9. Ensayos de Union a
Hemoglobina

Para analizar si la proteina en estudio tiene actividad heméfora es necesario
conocer si unen el grupo hemo, La capacidad de unir hemo fue analizada
mediante ensayos de unidn en condiciones nativas que consisten en: poner a
Interaccionar 20 uM de hemo y de la proteina de estudio, a una temperatura
de 37°C durante 30 min. en buffer de union (Tris 250 Mm, EDTA 5 Mm, Glicerol
10% , pH de 6.8) Transcurrido el tiempo de incubacion las proteinas se
resolvieron en dos geles de poliacrilamida no desnaturalizantes al 7%. Uno de
los geles fue revelado con perdxido de hidrégeno al 3.5% (evidenciando el
grupo hemo) mientras el segundo gel fue tefildo con coomasie para evidenciar
la posicion de la proteina en estudio, del complejo de unién y de la

hemoglobina.

4.2.10.Ultraconcentracion de proteinas
para eliminaciobn de exceso de
clorhidrato de guanidina

Las fracciones provenientes de la cromatografia de afinidad fueron sometidas a
ultraconcentracion en centricones de la marca Millipore ® de 0.5mL con punto

de corte de 3 KDa, a 7500 rpm durante 5 minutos.
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4.2.11. Electroforesis de geles
desnaturalizantes

Para separar las proteinas en base a su forma nativa y observar la posible
formacién de complejos se realiz6 una electroforesis en gel de PAGE no
desnaturalizante. La separacion en una matriz de poliacrilamida se realiz6 en el
sistema de electroforesis Miniprotean (Biorad®) aplicando una corriente
eléctrica de 80 volts utilizando como buffer de corrimiento TBE (Tris borato 45
mM y EDTA 1mM). Los geles nativos contenian un 7% de acrilamida y se

preparan con las siguientes soluciones:

o Acrilamida/Bisacrilamida (30%) 3.30
o TBE 5x 2mL
. Persulfato de amonio 10%

o TEMED 0.1% 10 uL

Agua dd 1.27 mL

Para evidenciar la presencia del grupo, los geles nativos fueron revelados
utilizando peréxido de hidrégeno (Sigma-Aldrich ®) el cual fue diluido a una
concentracion final de 3.5%, para esto fue necesario el uso de agua
desionizada, Los geles fueron incubados durante 2 min en el peroxido con

agitaciéon muy lenta e inmediatamente fotodocumentados.
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4.2.12.1dentificacion de spots con
espectrometria de masas.

Después de la seleccién de los spots de interés, extirparlos de los geles 2D
tefiidos y someterlos a una digestion con tripsina (Promega,®), para su
posterior andlisis con el Cromatégrafo de Liquidos, LC ( Agilent 1200®),
acoplado al Espectro de Masas MS (Applied Biosystem® QTRAP 3200). La
separacion y analisis de los péptidos digeridos debe ser llevada a cabo usando
una trampa de 0.075mm(di) x 20 mm(largo) y una columna empacada con TCA
C18 de 0.075mm (di)X 130mm (largo) y colocada en linea para que los
péptidos sean preconcentrados en la trampa usando 5% v/v de Aceto
Nitrilo(ACN) en 0.1% v/v de acido formico. Para el gradiente de elucion debe
ser de 5-80% ACN en 0.5% v/v por 50 min con un flujo de 0.15ulL/min. El
eluyente de la columna capilar de la columna capilar debe ser dispersada
(efecto spray) dentro de la trampa de iones (IT) del espectrémetro. Los datos
deben ser colectados en modo centroid usando “triple play”: “full mass scan”
en un rango de 395-2000Da (m/z), la determinacion de los estados de carga
de un ion en zoom scan, con una energia de colision del 55%. Por ultimo
analizar los datos haciendo una correlacion de ellos con la base de datos

MSDB, OWL o NCBI, sugiriendo utilizar el programa de busqueda MASCOT.

(www. matrixscience.com).
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5.0. RESULTADOS

Cada uno de los ensayos fue realizado por triplicado, por lo que respecta a la
obtencion de valores numéricos estos representan el promedio del triplicado.
A excepcion de la seccidn 7.5. cuyas imagenes son Unicas y representativa de

un solo experimento.

5.1. Curva de crecimiento para
S. pneumoniae R6

El presente experimento fue realizado con el propésito de evidenciar
indirectamente el uso de las fuentes fisiolégicas de hierro, que tuvo S.

pneumoniae R6 a su disposicion para su crecimiento.

Para tal efecto se construyd un grafico o curva de crecimiento del mismo

experimento realizado por triplicado (Figura 7).

gue representa el monitoreo del crecimiento del cultivo hora tras hora en un
intervalo de tiempo total a siete horas, y medido a través de la D.O. a una A=
600nm, considerando un incremento en la absorbancia o turbidez como un

incremento en la poblacion celular de S. pneumoniae R6
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La figura 7, nos presenta el comportamiento de R6 en cuanto su crecimiento
bajo tres fuentes exclusivas y diferentes de hierro, hemina hemoglobina y

cloruro de hierro Il (FeCl3) una condicion basal control positivo (T-H) y una

condicion control negativa o simplemente depletada de hierro (Dipiridil).

Si bien, como es de observarse, bajo las distintas condiciones se present6
una fase lag o de adaptacién, aproximadamente de tres horas, presente en
las curvas de crecimiento convencionales. Después de dicho tiempo
transcurrido para la condicién basal se obtuvo un maximo de crecimiento de

0.78 unidades de absorbancia hasta la séptima hora.

Para la hora siete, con respecto a las tres condiciones de prueba (hemoglobina,
hemina y FeCl3), la condicion de FeCI3 consiguié el mayor crecimiento para el
microorganismo comparado con el resto de las condiciones con una A= 0.97,
seguida de la condicion con hemoglobina con 0.82 unidades de Absorbancia y
para el caso particular de la condicion de hemina se consiguié un maximo de

0.62 de Absorbancia en el mismo horario.

Por ultimo para la condicion depletada de hierro después de la hora tres se
observa un decremento considerable en el crecimiento o la Absorbancia entre
la hora 3 y 4, llegando a un valor minimo de 0.02 A, para la hora siete,

confirmando de esta manera la efectividad del quelante 2,2 Dipiridil.
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Figura 9

Comparacién del crecimiento de S. pneumoniae R6 con tres fuentes

diferentes de hierro.

Curvas de crecimiento de 7 horas para la cepa R6 con cinco diferentes
condiciones. standard T-H, depletada de hierro haciendo uso del 2,2 dipiridil,

condicion suplementada con 10uM de hemoglobina, condicién suplementada
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con 10uM de hemina y condicion suplementada con 10uMde FeCls. El
crecimiento bajo la condicién con el 2,2 dipiridil fue pobre tendiente a cero. Y

como era de esperarse se presentd crecimiento a nivel exponencial para el

resto de las condiciones.
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5.2. SDS-PAGE de las proteina
secretadas totales en
diferentes condiciones

El SDS-PAGE, de la figura 8 demuestra el perfil de las proteinas totales
secretadas al medio por el microorganismo S. pneumoniae bajo diferentes
condiciones (1) Medio TH condicién basal, (2) Medio TH, condicién depletada de
hierro, (3) Medio TH, depletado de hierro suplementado con hemina, (4) Medio

TH, depletado de hierro suplementado con hemoglobina.

FIGURA 10 SDS-PAGE de Proteinas totales secretadas por S. pneumoniae
en las distintas condiciones suplementadas con diferentes fuentes de

hierro (hemoglobina, hemina y FeCl;
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5.3. Cromatografia de afinidad

SDS-PAGE DE LAS PROTEINAS DEL CALDO DE CULTIVO PURIFICADAS

CON HEMIN-AGAROSA EN CONDICION CON HEMOGLOBINA

Como parte de los objetivos de la investigacion se establecié la obtencion de
una proteina secretada por S. pneumoniae con actividad hemofora. Para dicho
efecto se empled el proceso de cromatografia de afinidad, el cual consiste en
una matriz de perlas de agarosa que a su vez presentan en forma conjugada
hemina; ligando que resultdé de nuestro interés, ya que solo la proteina aislada

fue aquella que tiene afinidad por la hemina (grupo prostético hemo).

La figura 9 representa un SDS-PAGE, del proceso de cromatografia de afinidad
a hemina, en condicién con 10uM de hemoglobina en donde se resalta una
banda que representa la proteina candidato con capacidad de union al grupo
hemo en el carril 6. El presente gel tiene por objeto mostrar cada una de las
fracciones colectadas durante la cromatografia de afinidad, en cada uno de sus
pasos correspondientes, empezando con el carril 1 con el perfil de las proteinas
secretadas totales en un total de 50 ug. de proteina. El carril 2 corresponde al
perfil de aquellas proteinas que pese a que interactuaron con la matriz de
hemin agarosa, no tuvieron la capacidad de unirse al ligando de hemina, ( flow

trough)

Por otra parte a partir del carril 3 al 5, se observa las fracciones colectadas de

cada uno de los lavados a la matriz de hemin-agarosa con 500mM de NacCl,
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con el fin de eliminar todas las uniones inespecificas a la matriz hemin-

agarosa.

Respecto a los carriles 6, 7 y 8 se demuestra las fracciones colectadas
correspondientes al paso de elucidn, este paso tiene por objeto desprender
bajo  condiciones de alta fuerza ionica la(s) proteina(s) que tiene
especificamente afinidad por el grupo hemo, de manera que al unirse a dicho
ligando presente en la matriz se dio por sentado que dicha(s) proteina(s) tiene
la capacidad de unir al grupo hemo, pero no se pudo confirmar en este punto la

capacidad de la misma proteina de unir hemoglobina.

Por ultimo contamos con el carril 10, en el que se observa la completa

eliminacion de todas la proteinas de la matriz hemin-agarosa.

En el caso particular sobre proteinas candidato de unién a hemina, es notorio
que solo contamos con una sola proteina la cual es resaltada con un circulo en
la figura 9. A partir de este momento dicha proteina ser4 denominada como
proteina candidato hasta el momento de conocer su identidad en ensayos

posteriores.

Respecto a la proteina candidato, considerando los resultados de R.f de las
proteinas de referencia junto con sus respectivos pesos moleculares (Marcador
de pesos moleculares, carril M), y la relacion lineal entre ellos pudimos estimar
un peso molecular de 32.21 KDa para nuestra proteina candidato, resultados

gue se encuentran adjuntos en la tabla 7.
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P.M. logPM Distancia mm
250 2.39794001 2
150 2.17609126 6
100 2 17
75 1.87506126 28
50 1.69897 48
37 1.56820172 68
25 1.39794001 97
20 1.30103 105

TABLA 7 Logaritmo de PM de las proteinas de referencia y distancia

migrada por cada proteina en mm.

Rf vs log PM
3
2.5
2
1.5 \ —mm
——Lineal (mm)
1
0.5
y =-0.0092x + 2.2289
2 _
O T T T T T 1 R - 0.9373
0 20 40 60 80 100 120

FIGURA 11. Regresion lineal Rf vs P.M. para el calculo de pesos

moleculares
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y=1.508

Xx= 84 mm

log P.M. =1.508

10" 1.508 = 32.21

P.M. Proteina candidato = 32.21KDa

TABLA 8 Peso molecular estimado de la proteina candidato de unidn a

hemo.
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32 kDa

FIGURA 12 SDS-PAGE de las proteinas secretadas en condicion con
hemoglobina purificadas con Hemin-Agarosa: M, marcador de pesos
moleculares, 1, Proteinas totales secretadas, 2, Flow trough, 3, Lavado 1, 4,
Lavado 2, 5, Lavado 3, 6, Elucion 1, 7, Elucion 2, 8, Elucion 3, 9, Perlas

liberadas por completo de proteinas.
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Con la intencion de tener completa certeza y control del disefio del
experimento fue requerido incluir un control, el cual consisti6 en someter
exclusivamente el medio de cultivo ultraconcentrado con 10uM de
Hemoglobina, tal como seria en la condicion de estudio con hemoglobina, con
la diferencia que dicho medio de cultivo se utilizé sin inocular. Este medio de
cultivo también fue sometido de la misma manera que extracto total de
proteinas secretadas por S pneumoniae, al proceso de de cromatografia de
afinidad, con el proposito de descartar que nuestra proteina candidato

proveniera del medio de cultivo y no del microorganismo como se ha planteado

anteriormente.

A continuacion se presenta en la figura 10, el SDS-PAGE, del control del medio
de cultivo, donde se observa claramente en los carriles correspondiente a las
eluciones ninguna proteina de unién a hemina, ni tampoco alguna banda que
coincida en los 32 KDa, que pudiera confundir el resultado de nuestra proteina

candidato.
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FIGURA 13 Control del proceso de purificacion a través de la
cromatografia de afinidad a hemina,

Medio de cultivo con hemoglobina a una concentracion 10uM, sin inocular, con
la intencion de descartar el origen de la proteina candidato, que este no sea del

medio de cultivo y si sea una proteina secretada por parte de S. pneumoniae.
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pGal

FIGURA 14 Control de lisis del proceso de purificacion a través de la

cromatografia de afinidad a hemina

C. Coomassie de las proteinas secretadas y totales de E. coli y S. pneumoniae.
D Western blotting para la deteccion de beta-galactosidasa como proteina
tipica de citoplasma, misma que no debe encontrarse en la fraccion de

proteinas secretadas
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5.4. Ensayo de Overlay de

Union a Hemoglobina

El ensayo de overlay de uniébn a hemoglobina tuvo por objeto demostrar que
nuestra proteina candidato también tiene la capacidad de unir hemoglobina y
no solo guarda afinidad por el grupo hemo. Tal y como se propuso en los

objetivos particulares del presente proyecto de investigacion.

En la figura 11A, se observa a la altura de 32 KDa, una sefal producto de la
guimiluminiscencia por la accién de la peroxidasa debido al reconocimiento del
anticuerpo secundario, y este sobre el anticuerpo primario cuya funcion radica
en la unién a la alfa-globina de la hemoglobina cuando esta se encuentra
presente, misma que a su vez indica en nuestro caso particular que la
hemoglobina fue unida por nuestra proteina candidato, al ser transferida a una

membrana e hibridada a esta dltima con hemoglobina.

Refiriéndonos a la figura 11B, esta se trata del control negativo, es decir la
membrana de nitrocelulosa no fue hibridada con hemoglobina. Sin embargo, la
sefal que se presenta alrededor de 35 KDa, se asume que se traté de nuestro
control positivo, que consiste del medio de cultivo sin inocular y con una

concentracion de 10uM de hemoglobina.
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FIGURA 15B

FIGURA 15 Ensayo Overlay de Unién a hemoglobina

La figura 11A demuestra la afinidad de la proteina candidato a hemoglobina.

La figura 11B, control negativo, que no fue hibridado con hemoglobina. Sin

embargo, se reveld la presencia de la hemoglobina en el medio de cultivo sin

inocular y a una concentracion de 10Um.
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5.5. Union a hemoglobina en
condiciones Nativas

Una vez confirmada la union de hemoglobina por parte de la proteina
candidato, procedimos a un segundo ensayo de union, pero en esta ocasion,
en condiciones nativas. Es decir, para este experimento fue necesario requerir
de la proteina en condiciones nativas tanto como fuera posible, para asi
demostrar nuevamente que la proteina candidato puede unir hemoglobina.

El Native —=PAGE, se fundamenta en que las proteinas en estado nativo pueden
ser mas compactas o laxas de manera que se ve afectada la capacidad que
ellas tienen para migrar. También la necesidad de emplear Native-PAGE, es
debido al requerimiento de visualizar la formacion de complejos proteicos
cuando hay atraccion o afinidad entre dos proteinas. Por lo tanto si nuestra
proteina candidato tiene capacidad de unir hemoglobina se vera un solo
complejo que represente esa union y que ademas cuente con una velocidad

de migracion diferente al de la proteina candidato y la hemoglobina.

En la figura 12 se observa un gel NATIVE-PAGE tefido con coomasie, el cual
nos permitio confirmar que ciertamente la proteina candidato se une a la
hemoglobina, esto es observable en el carril 3 que cuenta con la formacion de
un complejo cuya migracion se ubica solo hasta el inicio del gel sumada una
banda muy tenue que migré a la misma distancia que la hemoglobina sola, esto

altimo nos sugiere que nuestra proteina candidato fue saturada por completo.
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en su unién a hemoglobina, de manera que se presentd una fraccion sin unir de
hemoglobina.

Mientras que, en el carrill se observa la migracion de la proteina candidato en
exclusiva, aprecidndose que esta migro casi hasta el final del gel. En el carril 2
se observa la distancia migrada por la hemoglobina, notando que esta migro
casi hasta la mitad del gel. El carril 4, cuenta con el control negativo en el cual
se aprecia la no formacién de complejos. El carril4 fue realizado con la previa
interaccion de la proteina candidato y 20uM de transferrina durante 30 minutos
a 37°C, para posteriormente correr todos los carriles con las proteinas y/o

controles de interés al mismo instante.

Por tal dado que no hubo afinidad con nuestra proteina candidato y la
transferrina, en el carril 4 es visible la presencia de dos bandas una a la misma
distancia de la proteina candidato, y otra que se trata de la transferrina, que
difiere en cuanto a distancia migrada con respecto al resto de las proteinas

antes mencionadas.

Por altimo en el carril 5 se contd solo con la migracion de la transferrina la cual

coincide en distancia con la banda del carril anterior.
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32kDa protein + 5 3 F =

Coomassie

FIGURA 16 Native-PAGE:
Carril 1, proteina candidato. Carril 2, hemoglobina. Carril 3, complejo
hemoglobina-proteina candidato. Carril4, control negativo transferrina superior

y proteina candidato inferior. Carril 5, transferrina.

El ensayo anterior sirvié para demostrar la ubicacion y la distancia migrada por
cada uno de las proteinas en estudio. Sin embrago, no resulta suficiente dicho
ensayo para evidenciar la presencia de hierro en las dos metaloproteinas
(hemoglobina y transferrina), para dicho propésito fue necesario realizar la
misma técnica de Native-PAGE, con la diferencia del revelado, el cual consistio

en emplear una disolucion de perdxido de hidrogeno al 3.5%, el cual tiene la
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propiedad de oxidar al hierro y con esto evidenciar su presencia con la
aparicién de pequefias bandas sepia durante unos pocos minutos . Por lo
tanto en la figura 17 se muestra también un Native-PAGE, que se encontrd
constituido por los mismos elementos del ensayo anterior, solo que este Ultimo
fue revelado con el peréxido de hidrégeno, razon por la que no se ubican las

bandas correspondientes a la proteina candidato, ya que esta no posee hierro

en su estructura quimica.

250

75_
Hydrogen

Peroxide

FIGURA 17 Native-PAGE:
Carril 1, proteina candidato. Carril 2, hemoglobina. Carril 3, complejo
hemoglobina-proteina candidato. Carril4, control negativo transferrina superior

y proteina candidato inferior.
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5.6. Competencia con Hb,
Heminay Transferrina en gel
de SDS-PAGE

El ensayo de competencia fue realizado con la finalidad de determinar con cual
de las fuentes de hierro nuestra proteina candidato podria mostrar mayor
afinidad, e inferir de cierta manera si dicha afinidad se puede deber al grupo
prostético hemo, a las globinas sumadas al grupo hemo, o simplemente al
elemento hierro. Por tal se realiz6 el proceso de cromatografia de afinidad,
realizado en el punto 5.3, con la diferencia del paso de elucion, el cual fue
realizado con una solucion 100 mM de Hb, 100mM, de hemina y 100mM de
transferrina. Empleando para este ensayo al clorhidrato de guanidina 6M como
control positivo ya que este en ensayos anteriores mostré eluir con efectividad

a nuestra proteina candidato.

La figura 14 muestra en el carril 1 al control positivo, en el carril 2 se presenta a
la hemoglobina 100mM como eluyente, tomando en cuenta que esta fraccion
fue la segunda en donde se recuperd la mayor proporciéon de la proteina
candidato, en el carril 3 se muestra el eluyente de 100mM de hemina, siendo
esta la tercera fraccién y por ultimo el carril 4 representa la elucién con 100mM
de transferrina, este carril fue cargado con la quinta fraccién eluida, sin mostrar
ningun éxito, puesto como es de apreciarse , es evidente la ausencia de la

proteina candidato.

79



Universidad Autonoma de la Ciudad de México UACM
Nada humano me es ajeno

Posgrado en Ciencias Gendmicas

&

waéffg f

75_

FIGURA 18 Competencia con Hemoglobina, heminay transferrina:
Carrill, Clorhidrato de Guanidina 6M, carril 2, hemoglobina 100mM, carril 3

hemina 100Mm,carril 4, Transferrina 200Mm.
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5.7. Identidad de la proteina
candidato a traves de
Espectrometria de Masas

Una vez realizados los ensayos correspondientes hasta el punto 5.7, fue
necesario recurrir a la técnica de espectrometria de masas tipo IS-LC/MS para
revelar la identidad de la proteina candidato, empleando para esto la base de
datos Matrix Science de MASCOT.

El analisis fue realizado en los laboratorios Protein Core Facility, de “Columbia
University College of Physicians & Surgeons”, Nueva York, EUA.

Los resultados proporcionados por el laboratorio fueron los siguientes:

Proteina con 336 aminoacidos

Secuencia:

Cobertura en la secuencia de la proteina: 27%
Péptidos coincidentes mostrados en rojo.

1 MVVKVGINGF GRIGRLAFRR IQNVEGVEVT RINDLTDPNM LAHLLKYDTT
51 QGRFDGTVEV KEGGFEVNGN FIKVSAERDP ENIDWATDGV EIVLEATGFF
101 AKKEAAEKPL HANGAKKVVI ~ TAPGGNDVKQ LFSTLTTSIL DGTETVISGA
151 SCTTNCLAPM AKALHDAFGI QKGLMTTIHA  YTGDQMIVDG HRGGGDLRRA
201 RAGAANIVPN STGARKAIGL  VIPELNGKLD  GAAQRVPVPT GSVTELVVTL
251 DKNVSVDEIN AAMKAASNDS FGYTEDPIVS  SDIVGVSYGS LFDATQTKVM

301 EVDGSQLVKV VSWYDNEMSY TAQLVRTLEY '/ KIAK
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Posible proteina:

Gliceraldehido tres fosfato deshidrogenasa GAPDH

PROPIEDADES

Para complementar la identidad y las propiedades bioquimicas de la proteina
candidato, se obtuvieron los siguientes resultados del analisis bioinformético,

empleando como fuente de consulta los siguientes sitios:

) ProtParam

o PROSITE

Number of amino acids: 336
Molecular weight: 32870.7

Theoretical pl: 5.38

Cs
Amino acid composition: —

Ala (A) 33 9.8%
Arg (R) 14 4.2%
Asn (N) 17 5.1%
Asp (D) 22 6.5%
Cys (C) 2 0.6%
GIn(Q) 9 2.7%
Glu (E) 19 5.7%
Gly (G) 34 10.1%

His (H) 5 1.5%
lle (l) 20 6.0%

Leu (L) 23 6.8%
Lys (K) 20 6.0%
Met (M) 8 2.4%
Phe (F) 12 3.6%
Pro (P) 10 3.0%
Ser (S) 17 5.1%
Thr (T) 27 8.0%
Trp (W) 2 0.6%
Tyr(Y) 7 2.1%

Val (V) 35 10.4%
Pyl (O) 0 0.0%

Sec(U) O 0.0%
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ScanProsite Results Viewer

This view shows ScanProsite results together with ProRule-based predicted
intra-domain features (help).

Hits for all PROSITE (release 20.81) motifs on sequence USERSEQL1 :

found: 1 hitin 1 sequence

USERSEQ1 (336 aa)

MVVKVGINGFGRIGRLAFRRIQNVEGVEVTRINDLTDPNMLAHLLKYDTTQGR
FDGTVEVKEGGFE
VNGNFIKVSAERDPENIDWATDGVEIVLEATGFFAKKEAAEKPLHANGAKKVVI
TAPGGNDVKQLF
STLTTSILDGTETVISGASBTTNCLAPMAKALHDAFGIQKGLMTTIHAYTGDQM
IVDGHRGGGDLR
RARAGAANIVPNSTGARKAIGLVIPELNGKLDGAAQRVPVPTGSVTELVVTLD
KNVSVDEINAAMK
AASNDSFGYTEDPIVSSDIVGVSYGSLFDATQTKVMEVDGSQLVKVVSWYDN

EMSYTAQLVRTLEY
FAKIAK
rule 1 100 200 300 400 ooty 60 700 B0 <

r:

hits by patterns: [1 hit (by 1 pattern) on 1 sequence]

Hits by PS00071 GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase active site :

USERSEQ1 " (336 aa)
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Western
Blotting

£— 36 kD Human GAPDH

32l kDn 35 pneumoniae
GAPDH

FIGURA 19 Western Blot para deteccion de GAPDH:
La figura 19 muestra la confirmacion de la identidad de la proteina de 32 KDa,

como gliceraldehido tres fosfato deshidrogenasa.
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6.0. DISCUSION DE
RESULTADOS

La evaluaciéon del crecimiento (Fig 1 de S. pneumoniae R6, en diferentes
fuentes exclusivas de hierro, tales como la hemina hemoglobina y cloruro de
hierro 1ll tuvo por objeto demostrar que el microorganismo fue capaz de
proliferar con exclusivamente las fuentes de hierro antes mencionadas. Sin
nunca pretender ejemplificar una curva de crecimiento con las fases
tradicionales, que esto implica tales como; adaptacion, exponencial,
estacionaria y muerte. Es por tanto, que solo nos limitamos hasta un monitoreo

de 7 horas.

A su vez pudimos confirmar el restablecimiento del crecimiento en la cepa R6,
cuando al medio de cultivo (T-H) fue suplementado con 10uM de la fuente de

hierro en estudio.

Al igual que Gupta y col. 2009, confirmamos que R6 crece en condicion con

hemoglobina, hemina y sales de hierro.
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Al confirmar el crecimiento anterior, sumado a la informacion de tiempo y D.O.
arrojado por el monitoreo del crecimiento en un lapso de 7 horas, se optd por
tomar como referencia a la hora 7, con una D.O. promedio de 0.82 (Figura 7)
para la condicion con hemoglobina, como el momento ideal para detener el
crecimiento y separar el boton celular del medio de cultivo que contenia las
proteinas secretadas. Ya que en ensayos previos, realizados por Olivares y col,
2008, se demostro que la actividad proteolitica de las enzimas producidas por
R6, seguida de una etapa de autolisis celular, inicia comunmente cuando la

D.O. es por arriba a 0.9.

A partir de este momento, para los ensayos posteriores nos enfocaremos
exclusivamente en la condicién con hemoglobina 10uM, ya que la probabilidad
de aislar alguna proteina con posible actividad de unidn a hemoglobina es mas
factible que se encuentre cuando la hemoglobina esta presente en el medio de

cultivo, como unica fuente de hierro (Wandersman y Delepelaire., 2004).

Acorde con estudios semejantes a los nuestros, realizados por Battistoni y col.
en el afio 2002, se sugirio el uso de una resina de Hemin-Agarosa, para aislar
de un extracto proteico alguna proteina con capacidad de union a hemina. De

igual manera, este método fue implementado por Tsutsui y Mueller en 1981,
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para el aislamiento de proteinas de union a hemina, provenientes de suero de

conejo.

Contando con ambos antecedentes, se justifico el empleo de una resina de
hemin-agarosa para el proceso de cromatografia de afinidad a hemina. Sin
embargo, fueron requeridas incluir algunas adecuaciones a las técnicas antes
sugeridas, para eficientar el proceso de lavados y de eluciones en lo que
concierne a nuestra investigacion, como por ejemplo incremetar la Molaridad
en la disolucién de lavado, o el empleo de clorhidrato de guanidina para las

eluciones.

En concreto, en lo que respecta directamente a la cromatografia de afinidad a
hemina, (figura 9), la banda representativa a la proteina candidato de union a
hemoglobina ubicada en los 32 KDa, no se obtuvo por igual en ninguna de las
fracciones correspondientes a los lavados y a las eluciones del control (Figura
10). De este modo podemos asumir que la proteina candidato no fue producto
del medio de cultivo donde se inocul6 a la cepa R6, sino que fue sintetizada

por S. pneumoniae R6.

El ensayo de Overlay (Figura 11), sugerido por investigaciones anteriores que

buscaron también interacciones proteina-hemoglobina, como la de Gonzalez y
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col. 2008, fue el primer indicio que se obtuvo con respecto a la capacidad de
la proteina candidato de unir particularmente hemoglobina, incluso en
condiciones desnaturalizantes. Igualmente el ensayo se validé a través del
control negativo, que pese a que este no fue hibridado con hemoglobina, se
confirmo la efectividad de los anticuerpos, gracias a la clara deteccién de la

hemoglobina presente en el control positivo tanto de la membrana hibridada,

como en la no hibridada.

Entonces, si la proteina candidato tuvo la capacidad de unir a la hemoglobina
en el ensayo de overlay, es de pensar que esta también debi6 tedricamente de
unir a la hemoglobina en condiciones nativas. Para esto se realiz, el Native-
PAGE, en el cual al igual que Silvye Létoffé y col. 1998, nos basamos en el
concepto de la formacion de complejos con diferente migracién a la de cada
uno de los elementos que componen al complejo. La figura 12 enfatiza la
formacion de un complejo en el carril 3 con una escasa migracién. También
que, con 40uM de hemoglobina fue suficiente para saturar la capacidad de

unién de la proteina candidato, quedando un ligero remanente de hemoglobina.

Por otro lado, la cromatografia de afinidad (Figura 9), el ensayo de overlay
(Figura 11) y el Native-PAGE (Figura 12), sugieren la probabilidad, que la union

entre la proteina candidato y la hemoglobina haya sido por un reconocimiento o
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interaccién inmediata con el grupo prostético hemo, y no por un reconocimiento
de las globinas (monoémeros proteicos tipo alfa y beta de la hemoglobina). Esta
idea surgi6 del resultado obtenido en el control negativo del ensayo de Native-
PAGE, (Figura 12, carril 4), en el cual se aprecia que no existio la formacion de
un complejo, sumado al hecho de considerarse, que la transferrina es una
metaloproteina rica en &tomos de hierro, pero que carece de grupo prostético,
es decir el hierro se encuentra asociado a esta proteina sin la necesidad de un

grupo o estructura quimica no aminoacidica como el grupo hemo de la

hemoglobina

Esta hipotesis es apoyada por estudios anteriores realizados por Buisson y col.,
2009, quienes propusieron un modelo en Bacillus cereus que explica la
interaccién/union de una proteina (BCR4442) y la hemoglobina, donde el
grupo hidroxilo (OH) de la treonina 132 de la proteina genera un puente de
hidrogeno o momento dipolar con el nitrogeno presente en el grupo hemo,

favoreciendo la liberacion del grupo hemo.

Ademas de demostrar la unién de la proteina candidato con la hemoglobina en
condiciones desnaturalizantes y nativas. Surgio el interés de someterla a un
ensayo de competencia, bajo la siguiente premisa: Si la proteina candidato fue
capaz de unirse a la hemina, de unir hemoglobina hasta la formacion de un

complejo, pero no de unir transferrina, entonces la proteina candidato puede
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ser eluida de la matriz de hemin-agarosa, por hemina, hemoglobina, pero no

por transferrina.

La figura 13, representa la competencia entre la matriz hemin- agarosa con los
sustratos con los que muestra afinidad la proteina candidato, es decir se
demostré que al ser afin la proteina candidato con la hemina y la hemoglobina,
la proteina candidato pudo ser desprendida de la matriz hemin-agarosa. No
obstante, con respecto a la transferrina, esta ultima no desprendié de la matriz

a la proteina candidato.

Cabe mencionar, que de un total de cinco eluciones con cada uno de los
eluyentes mencionados (hemina, hemoglobina y transferrina), con la
hemoglobina en la fraccion 2 se obtuvo la mayor proporcion de la proteina
candidato, mientras que para el caso de la elucidon con hemina la fraccion 4 fue
la mayoritaria, y por ultimo de la fraccibn 1 a 5 no se presentd la banda
estimada en 32KDa, caracteristica de la proteina candidato. Esto se puede
explicar, debido a que la hemoglobina cuenta con cuatro grupos hemo por cada
molécula, mientras que la hemina contiene un solo grupo hemo por cada

molécula.
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Finalmente como punto esencial del proyecto de investigacion se planteé la
identificacion de la proteina candidato, a través de espectrometria de masas.
Como ya se mostré en los resultados, la identificacion con el 27% de cobertura
de la proteina candidato, fue suficiente para cubrir semejanza en cuanto la
secuencia de amino acidos con la enzima Gliceraldehido tres fosfato

deshidrogenasa (GAPDH), de Streptococcus agalactiae, con talla molecular

conocida de 35KDa, segun el software de busqueda MASCOT,

No obstante, dos opciones mas fueron proporcionadas por el laboratorio de

espectrometria:

1. Enolasa de S. pneumoniae con 59% de cobertura y talla molecular de
47 KDa.

2. Factor de enlongacién Ku de S. pyogenes con 18% de cobertura y talla
de 72 KDa.

Por tal, tomando en cuenta las dos opciones anteriores, es que se optd por
creer que la proteina que mejor coincide para descifrar la identidad de la

proteina candidato es la gliceraldehido tres fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

También después de realizar una busqueda bioinforméatica en el sitio de

ProtParam, calculamos una talla molecular de 32. 870 KDa, con un porcentaje
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de predominio de treonina (8%), glicina (10%), valina (10.4%) y alanina
(9.8%).
Del sitio PROSITE, obtuvimos como informacion adicional para nuestra
proteina candidato, la ubicacion del posible sitio activo (centro catalitico)
caracteristico de la GAPDH, el cual esta constituido del aminoacido 150 al 157,

por la secuencia ASCTTNCL. Con estas razones nos fue suficiente para asumir

que la proteina candidato es una GAPDH.

Si bien, ya contamos con informacion adicional para reconocer la identidad de
la proteina candidato; Pero como se explica que una enzima clasica del
metabolismo de azucares, necesaria para la glucolisis, y ubicada tipicamente
en el citoplasma de cualquier célula, es secretada por Streptococcus
pneumoniae R6 para unir hemoglobina? Actualmente algunos autores como
Henderson y Martin han discutido sobre esta controversia en una revision del
2009, titulado: “Bacterial Virulence in the Moonlight: Multitasking Bacterial
Moonlighting Proteins Are Virulence Determinantsin Infectious Disease”
en donde expusieron la multifuncionalidad de proteinas reconocidas por una
funcién particular, a manera que han servido de modelos clasicos de estudio

para la bioquimica general.
Igualmente Pancholi y Fischetti en 1992, demostraron que la GAPDH de S.

pyogenes, ademas de servir para transformar al gliceraldehido tres fosfato en

1,2 difosfoglicerato en la glucdlisis, también tiene la capacidad de unir

92



Universidad Auténoma de la Ciudad de México UACM
Nada humano me es ajeno
Posgrado en Ciencias Gendmicas

fibronectina, lisozima y proteinas del citoesqueleto, para favorecer la

colonizacion.

Adicional a esta informacion, en los estudios de Krishnamurthy y col., 2004,
realizados en Leishmania demostraron que la enzima hexoquinasa localizada
en la membrana del pocket flagelar del microorganismo, une hemoglobina,
ademas de realizar su ya conocida funcién como transferasa de grupos fosfato

en la glucalisis.

Finalmente, Jin y col., 2009, confirmaron al igual que Fischetti y Pancholi que la
GAPDH, de S. pyogenes, une fibronectina, actina y miosina, y que a su vez la
GAPDH, no solo se encuentr6 en citoplasma, y membrana celular, también fue
localizada en el medio extracelular, lo cual indica que la GAPDH, puede ser

secretada por algunos microorganismos, segun sean las necesidades.
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7.0. CONCLUSIONES

* Laproteina candidato tiene una talla molecular aproximado de 32 kDa.

* La proteina candidato tiene la capacidad de unir hemoglobina en
Native- PAGE.

* La proteina candidato demuestra afinidad por heminay Hb, pero no por
transferrina.

» La proteina candidato guarda mayor identidad con la GPDH. A partir del

a.a. 152-157, la secuencia es semejante a la del sitio activo de la GPDH.
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