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RESUMEN 

Los autotransportadores (ATs) son una familia de protelnas pertenecientes al 
sistema de secreción tipo V descrito en algunas bacterias gramnegativas. Tienen 
una importante función en la translocación de moléculas (péptidos, protelnas, 
antlgenos y factores de virulencia) a la superficie bacteriana. Su estructura 
comprende: una secuencia líder (extremo N-terminal), un dominio a (ó dominio 
pasajero, que es la proteína madura por translocar) y un dominio f3 (extremo C­
terminal), que se ensambla, formando una estructura oligomérica con un poro central 
(semejante a un anillo), y que sirve de conducto para exportar el dominio pasajero. 

Uno de los primeros ATs descritos fue la proteasa de lgA1 que sintetizan 
algunas especies del género Neisseria, actualmente la lista crece. shdA 
recientemente fue descrito como un gen específico de Salmone/la entérica subespecie 
1. Sin embargo, su función aún se desconoce, pero se sabe que codifica para una 
proteina (ShdA) que tiene homologia con el extremo e-terminal de los ATs AIDA de 
Escherichia co/i y MisL de Salmone/la typhimurium, lo que sugiere una función 
semejante. 

En el presente trabajo, se evaluó la capacidad del dominio f3 de ShdA para 
translocar y presentar en la superficie de Salmonel/a typhim11ri11m el péptido 
heterólogo NANP y la proteina recombinante CSP. Se utilizaron cepas de Sa/monella 
typhimurium cuyos plásmidos, bajo el promotor pnirB, contienen los genes 
necesarios para la expresión de la proteina de fusión conformada por el péptido 
señal L TB, 4 repetidos del péptido NANP y/ó la CSP recombinante y una forma 
truncada de la proteina ShdA (que comprende una porción del dominio a y el 
dominio (3). La expresión proteica se analizó mediante SDS-PAGE, Westem-blot. 
La presencia de NANP y CSP en la superficie bacteriana fue confirmada por 
inmunofluorescencia indirecta y citometria de flujo. 

Los resultados obtenidos demuestran que ShdA es un autotransportador, por 
lo que esta protelna puede emplearse para expresar en la superficie de bacterias 
gramnegativas epitopos inmunogénicos y generar una respuesta inmune humoral, 
siendo esta una estrategia para el desarrollo de vacunas. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1.lntroducción 

En los últimos años, el genoma de algunas especies bacterianas se ha 

determinado y analizado (Hacker Jet al., 2000) y el creciente entendimiento de los 

factores de virulencia de las bacterias, especialmente aquellos referentes a sus 

propiedades bioqulmicas, regulación y modo de acción, permite el uso de nuevas 

e interesantes aplicaciones biotecnológicas. Algunos ejemplos de esto, es el 

desarrollo de vacunas basadas en las propiedades bioqulmicas e inmunológicas de 

algunos factores de virulencia, producción de cadenas variables con distintas 

especificidades y librerlas de péptidos para mapeo de epitopos ó pruebas de 

especificidad de anticuerpos. (Gentschev 1 et al., 1996, Rüsmann H et al., 1998, 

Maurer J et al., 1997). Con respecto al desarrollo de vacunas, actualmente existe 

una intensa investigación empleando acarreadores bacterianos, es decir, bacterias 

que portan proteinas recombinantes (antigenos heterólogos) de otros 

microorganismos y que además, son capaces de inducir una respuesta inmune 

protectora en contra de dichos antigenos (Sirad JC et al., 1999). La localización del 

antigeno en el acarreador bacteriano, es quizás el factor más importante en la 

determinación de la calidad de la respuesta inmune inducida. Una gran proporción 

de antigenos que son secretados hacia el exterior de la bacteria, inducen 

respuestas de anticuerpos durante la infección bacteriana natural, lo que podría 

sugerir que los antigenos pasajeros secretados, son mucho más inmunogénicos que 

los antigenos pasajeros que permanecen en citoplasma (Verma NK, et al., 1995; 
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Hess J, et al.,1997; Wu Set al., 1997; et al., 1998; Gómez-Duarte OG et al., 2001). 

Esto ha impulsado la investigación para conocer más acerca de los mecanismos que 

rigen la traslocación de proteinas en bacterias. 

1.1.1. Sistemas de secreción. 

La secreción de proteinas se requiere para numerosos aspectos del ciclo de 

vida bacteriano que incluyen; la biogénesis de organelos, adquisición de nutrientes y 

expresión de factores de virulencia (Thanassi D., et al., 2000). 

La interacción entre bacterias patógenas y su célula hospedera se caracteriza 

por la presencia de factores localizados en la superficie bacteriana o aquellos que 

son secretados hacia el espacio extracelular. Algunos de estos factores, 

especialmente los de naturaleza proteica exhiben una amplia variedad de funciones 

que incluyen: proteólisis, hemólisis, citoxicidad y fosforilación de proteinas. Existe un 

número pequeño de rutas, por las cuales estas proteinas son transportadas del 

citoplasma al espacio extracelular (Hueck CJ., 1998). En este contexto, cabe aclarar 

que el término secreción, se refiere al transporte activo de proteinas desde el 

citoplasma, a través de las membranas interna (IM) y externa (OM), hacia la 

superficie bacteriana ó el exterior (sobrenadante bacteriano). Por otra parte, el 

término exportación es empleado para describir el transporte de proteinas de un 

compartimento a otro; por ejemplo del citoplasma hacia el espacio periplásmico 

(Pugsley A.,1993, Salrnond G.,et al., 1993). Sin embargo, otros autores 

consideran que la secreción es un proceso en el cual, la proteína cruza la barrera 
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de la OM y que incluye la exportación de proteínas que permanecen ancladas en 

la superficie celular ó que son ensamblados en organelos de la superficie celular. 

(Thanassi et al., 2000). 

A la fecha se han descrito cinco sistemas de secreción en bacterias 

gramnegativas ( Henderson IR., et al., 1998, 2000a y 2000b). Tres de ellos 

(sistemas de secreción 11, IV, V) se derivan de la ruta general de secreción (GSP), 

mediante la cual solo se exportan aquellas proteínas que posee una secuencia 

señal N-terminal, lo cual es un requisito indispensable para que el sistema Sec de la 

GSP pueda translocar las proteínas a través de la IM hacia el espacio periplásmico. 

Se dice entonces, que estos sistemas son sec-dependientes. El sistema Sec (ó 

complejo Sec translocasa) consta de chaperonas específicas, tales como la 

translocasa Sec B, la ATPasa Sec A y un complejo proteico integral de membrana 

conformado por al menos 6 subnidades: Sec Y, Sec E, Sec D, Sec F, Sec G y YajC. 

Cuando las protelnas son translocadas al periplasma, estas pueden sufrir 

plegamiento parcial ó total, debido a que en este compartimento, tiene lugar la 

formación de puentes disulfuro (Stathopoulos C., et al., 2000). De esta manera, las 

proteínas adquieren una nueva estructura en el periplasma que les permite 

atravesar la OM. Posteriormente la secreción a través de la OM, representa un 

problema diferente a la exportación de protelnas no plegadas. Se desconoce si 

están presentes moléculas de ATP ú otras fuentes de energía en la OM, pero es 

posible que los sistemas de exportación se autoadministren energia ó que 

dispongan de otros mecanismos para obtener energla a nivel de IM. (Thanassi D., 

et al., 2000). 
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Por otra parte, los otros dos sistemas de secreción (1 y 111), son sec­

independientes y son capaces de exportar sustratos del citosol hacia el exterior de 

la bacteria de manera directa. Al menos tres rutas muestran mecanismos de 

secreción con probable biogénesis de organelos (Thanassi D., et al., 2000). A 

continuación, cada uno de ellos será revisado en detalle. 

1. 1.2. Sistema de secreción tipo 1 

El sistema de secreción tipo 1 ó ABC (de las siglas en inglés ATP-Binding­

Cassette), es utilizado por bacterias gramnegativas para secretar toxinas, proteasas 

y lipasas (Binet R., et al., 1997). Los genes que codifican el aparato de secreción y 

la proteina por secretar, usualmente se encuentran agrupados. Los sistemas ABC 

son conservados en procariotes y eucariotes, contribuyen a exportar antibióticos y 

co"tlpuestos tóxicos. Su principal característica es que son Sec-independientes, ya 

que secretan proteínas del citoplasma através de la OM sin pasar por un 

intermediario periplásmico. Los sustratos que pasan por esta ruta, carecen de una 

secuencia señal clásica amino-terminal, por lo que no están sujetas a corte 

proteolitico, (Hueck C., et al., 1998) pero poseen una secuencia señal de secreción 

carboxilo-terminal de aproximadamente 60 aminoácidos (Thanabalu T., et al., 1998). 

Al ser un sistema Sec-independiente, necesita de proteínas accesorias codificadas 

por genes que están generalmente contiguos a los genes de la proteina estructural 

(WagnerW., et al., 1983, Schneider E., et al., 1998). 

El aparato exportador tipo 1 consta de 3 proteinas: un exportador ABC en la 

IM (una ATPasa de IM que proporciona la energia). una proteina anclada en la IM 

que se extiende hasta el periplasma y que se llama proteina de fusión de 
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membrana (MFP). Finalmente, el último componente de este sietema es una 

proteina de membrana externa (OMP) (Fig 1 ). 

-f 

Flg 1. Modelo del tipo de secreción tipo l. El sustrato no posee una secuencia sellal N-terminal reconocida por el sistema Sec. 
pero posee una secuencia sellal e-terminal que no es cortada. Durante la secreción, la MFP periplmmlca lnteractl)a con el 
exportador ABC (de la IM) y con la protelna formadora de canal (OMP), perm•lendo la secreclOn al medio •tracelular sin 
pasar por un Intermediario periplásmlco. La MFP y la OMP se ensamblan como !rimeros. (tomada de Thanassl DG, et al. Cu" 
Opin Cel/ Bio/. 2000. 12: 420-430) 
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La secreción de la a-hemolisina de Escherichia co/i (HlyA), es el prototipo de 

este tipo de secreción. En este caso, la OMP llamada TolC, se encuentra 

arreglada como un complejo trimérico en la OM y se cree que consiste de una 

porina parecida al dominio JJ-barril de la membrana con una región hidrofilica C-

terminal que se extiende en el periplasma (Koronakis V., et al., 1997). 

La proteína TolC, presumiblemente funciona como canal secretor en la OM, 

ya que posee actividad formadora de poro. El componente periplásmico MFP 

también se ensambla como trímero e interactúa tanto con la OMP, como con el 

exportador ABC. Por otra parte, la MPF es necesaria para facilitar la secreción del 

sustrato sin que este pase por un intermediario periplásmico, mediante la formación 

de un puente ó un canal a través del periplasma, 6 quizá por la fusión de la IM con 

la OM, permitiendo el contacto directo del exportador ABC y el canal OMP 

(Thanabalu T., et al., 1998; Letoffe S., et al., 1996). Actualmente se conocen 2 

proteínas de transporte especifico: HlyB y HlyD localizadas en IM. La señal de 

secreción en HlyA necesaria para el reconocimiento de la maquinaria, se localiza en 

el extremo e-terminal de HlyA y consta de al menos 46 a 60 aminoácidos (Jarchau 

T., et al., 1994; Koronakis V., et al., 1997). 

La a-hemolisisna (HlyA), es un factor de virulencia presente en Escherichia 

co/i, muy frecuente en aislados de pacientes con pielonefritis. Se ha observado que 

la HlyA es secretada por una maquinaria de transporte proteico único (Noegel A., et 

al., 1979; Wagner W., et al., 1983). En un principio se creía que esta maquinaria, 

estaba únicamente adaptada para la secreción de la toxina HlyA y no era aplicable a 

otras proteínas. Otros ejemplos de proteinas secretadas por el sistema tipo 1 son: la 
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adenilato-ciclasa de Bordetel/a pertusis, la leucotoxina de Pasteurel/a haemolytica y las 

proteasas de P. aeruginosa y de Erwinia chrisanthemy. (Hacker J & Kaper J, 2000). 

Empleando este sistema de secreción, se han desarrollado herramientas 

para secretar antígenos recombinantes hacia el medio externo. Algunos de los 

ejemplos de estas aplicaciones son: la utilización del operón que dirige la secreción 

de la hemolisina a. de Escherichia coli logrando secretar antígenos recombinantes del 

género Sa/monella con fines vacunales (Gentschev l., et al., 1996). 

1.1.3. Sistema de secreción tipo 11 

El tipo de secreción tipo 11, ejemplificado por la secreción de polulanasa (Pul) 

de Klebsiella oxytoca, es un proceso de dos pasos. Primero las proteínas son 

translocadas a través de la IM vía sistema sec de la GSP; y una vez en periplasma, 

la secuencia señal amino-terminal es cortada proteoliticamente. El segundo paso lo 

constituye el transporte a través de la OM, el cual es mediado por un aparato de 

secreción separado llamado secretón (Stathopoulos C., et al., 2000). Este último 

sistema está compuesto de 12 a 16 proteínas. entre las cuales figuran 2 

componentes de OM y que de manera general se conocen como GspD y GspS. La 

primera es una OMP integral y la segunda es una lipoproteína que se requiere para 

sostener la inserción de GspD en la OM. (Nouwen N., et al., 1998). GspD pertenece 

a la superfamilia de las secretinas, cuyos miembros también intervienen en la 

biogénesis del pili tipo 4, en la biogénesis de fago filamentoso (f-1) e inclusive en el 

tipo de secreción tipo 111. (Genin S., et al., 1994). 
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Para el caso especifico de la secreción de la polulanasa (Pul) de Klebsiella 

oxytoca (el mejor ejemplo estudiado del sistema de secreción tipo 11), 7 de las 14 

proteínas accesorias están localizadas en la IM, mientras que en la OM están PulS 

y PulD, este último, notablemente conservado en muchos sistemas de transporte de 

gramnegativos. (Pugley AP., 1993; Hueck C., 1998). Adicionalmente, PulD está 

considerada como una secretina, las imágenes obtenidas por microscopia 

electrónica, revelan que forma un complejo con la lipoproteína PulS. El complejo 

resultante se llama PulSD, que al igual que otras secretinas (de Psedomonas 

aeruginosa y el fago f-1) forman canales en bicapas lipldicas experimentales. Existe 

una fuerte evidencia de un canal de entrada ( Nouwen N., et al., 1999, Marciano DK., 

et al., 1999, Brok R., et al., 1999, Thanassi DG., et al., 2000). La mitad del extremo 

N-terminal de las secretinas pueden servir como un canal de entrada, mientras que 

el extremo e-terminal parece dirigir la oligomerización, además de poseer actividad 

formadora de poro. (Brok R., et al., 1999, Guilvout l., 1999; Thanassi DG., et al., 

2000). 

Otro de los aspectos relevantes del sistema de secreción tipo 11, es que los 

genes que codifican sus componentes, se encuentran arreglados de tal forma que 

permanecen conservados en muchas bacterias (Nunn DN., 1999). Las 

exoproteínas que utilizan este sistema, son sintetizadas con un péptido líder típico, 

el cual es translocado primero al espacio periplásmico. Los intermediarios 

periplásmicos de las exoproteínas fácilmente se acumulan en bacterias mutantes 

en estos sistemas de exportación, por lo que sufren un plegamiento completo a nivel 

del mismo periplasma. ( Strom MS., et al., 1991; Pugley AP., et al., 1991; Poquet l., 

et al., 1993; Sandkvist M., et al., 1997) y en algunos casos, oligomerización. Las 
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exoproteínas acumuladas pueden ser sujetas a remoción del periplasma por 

restauración de una maquinaria de exporte funcional, lo que indica que las 

exoproteínas pueden emplear la maquinaria desde el compartimento celular, una 

característica que hasta ahora solo se conoce en este tipo de secreción (Pugley AP, 

et al., 1991; Poquet l., et al., 1993; Sandkvist M., et al., 1997; Letellier L., et al., 

1997). 

El sistema de secreción tipo 11 conforma la primera ruta de secreción de 

enzimas proteolíticas extracelulares, llevada a cabo por baderias gramnegativas. 

Por otra parte, algunas partes del sistema de secreción tipo 11 guardan homologia 

con subunidades estructurales (pil A) y otros sistemas de transporte (fig 2); como el 

ensamble ó biogénesis de pili tipo 4 (N-metil-fenilalanina) de Pseudomonas aerugino.m 

y de otras bacterias. También existe homologia con los sistemas de transferencia 

de DNA en Haemophil/11s injluenzae y Bacillus suhtillis (Hobss M., et al., 1993). 

También este tipo de secreción es utilizada por gamnegativos para secretar factores 

de virulencia (Hueck C., 1998). 

Otros ejemplos del tipo de secreción tipo 11, incluyen la secreción de 

pectinasas, celulasas, exotoxina A, fosfolipasa C por Pseudomonas aeruginosa, 

amilasa y proteasas por Aeromonas hydrophi/a exe, secreción de poligalacturonasa 

por Xantomonas campestris xps. 
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Fig 2. Modelo del tipo de secreción tipo 11 y su comparación con la biogénesis del p~i tipo 4. Los componentes del sistema de 
secreción tipo 11 (secretan) se indican dentro de Gsp. (a) Indica cómo los sustratos que pasan por el sistema de secreción 11, 
atraviesan la IM vta Sec, una vez que se corta la secuencia seftal y subsecuentemente, la protelna pasa al periplasma. Las 
secretinas GspO y GspS forman un complexo para formar el canal de la secreción. GspC transmite la energla necesaria desde 
la IM y generada en el citoplasma, hasta la OM. Por otra parte, Gsp G-J muestra alta hornologla con la subunldad del pih 
llamada PilA. Tornada de Curr Opin Ce// Biol. 2000. 12: 420-430. 

1.1.4. Sistema de secreción tipo 111 

El sistema de secreción tipo 111 es capaz de inyectar factores de virulencia 

hacia el citosol de muchas células eucariotas. También puede transportar DNA, solo 

que no puede hacerlo como polimero. Existe una asociación entre el fenotipo y la 

enfermedad producida por patógenos que poseen este sistema de secreción (tabla 

1). Este sistema, ha sido identificado en muchas bacterias patógenas para plantas y 

animales. 

21 



Sistema tipo 111 

S.typh/m,,ri,,m-SPl-1 

S.typhim,,ri,,m-SPl-2 

Shigella spp. 

Yersinia spp. 

/>. aeruginosa 

EPEC 

Fenotipo asociado 

Invasión de cillulas no fagoclticas, lnducciOn 
de apoptosis en macrólagos 

Sobrevivencla dentro del macrólago 
Infección sist6mica 

Invasión de cillulas no fagoclticas 
Inducción de apoptosis en macrofagos 

Efecto antifagocltico, 
Inducción de apoptosis en macrólagos 
inhibición de la producción de cilocinas 

Antifagocitosis y cilotoxicidad 

Ataque y destrucción de células epiteliales 
intestinales 

Enfennedad asociada 

Envenenamiento por alimentos 
Fiebre tifoidea 

Envenamlento por alimentos 
Fiebre tifoidea 

Disenteria 

G•troenteritis 
plaga 

Infecciones de tipo 
Oportunista 

diarrea en infantes 

Tabla 1. Fenotipos bacterianos y enfermedades asociadas donde esta implicado el sistema de secreción tipo 111. Fuente: Ce// 
Mol Life Sci (2000): 1033-1049. 

Se piensa que la translocación de algunos factores de virulencia está 

regulada por el contacto de la bacteria con la superficie de la célula huésped (al 

menos en algunos casos) y que este sistema de secreción es el más conservado y 

adaptado que existe para secretar factores de virulencia (Hueck C., 1998). Su 

principal característica es el ser Sec-independiente, ya que la secreción del factor 

de virulencia, puede llevarse a cabo sin la producción de un intermediario 

periplásmico. Requiere de 20 componentes de secreción ensamblados en una gran 

estructura, que se extiende tanto a membranas bacterianas y posiblemente a la 

membrana celular de la célula huésped (Fig 3). Requiere de la chaperona 

citoplásmica Syc. 

La mayoría de los componentes del sistema de secreción 111 se encuentran 

en la IM. Estos últimos, parecen estar sumamente relacionados con los 
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componentes de los 5 cuerpos basales flagelares (Hueck C., 1998, Sukhan A., 

2000). Uno de ellos es el cuerpo basal flagelar, el cual contiene la maquinaria que 

dirige la secreción y el ensamble del flagelo vla hidrólisis de ATP. La maquinaria 

exporta monómeros de flagelina a través de un canal central dentro del mismo 

cuerpo flagelar basal, para formar el flagelo, que finalmente se extiende a través de 

las IM y OM. Este flagelo inyectará a la célula blanco, el factor de virulencia (Young 

GM., et al., 1999; Hueck C., 1998). 

Eukaryotic cen 

Baoalbody 

(•) 

Flagellar biogenesis 

-f 

Needte/ 
pA.a 

Fig 3. Modelo del sistema desecreclOn tipo 111. Tomada de CurrOpin Cell Biol. 2000, 12: 420...30. 
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El prototipo clásico de este tipo de secreción lo constituyen las proteínas 

externas de Yersinia (Yops, por sus siglas en inglés) . La translocación de las Yops 

en el citosol de la célula huésped, interrumpe algunas rutas de senalización, 

permitiendo a la bacteria evadir mecanismos de defensa del huésped. Lo anterior 

es posible, ya que el sistema de secreción tipo 111 de Yersinia lpp tiene efectos 

antifagociticos. Adicionalmente, se encuentran algunas proteinas con actividad de 

tirosin fosfatasa, una de ellas es la proteina YopH (Guan K., et al., 1990; 

Andersson K., et al., 1996; Fallmann M., et al., 1995; Rosqvist R., et al., 1988). 

Después del contacto de la bacteria con el macrófago, YopH es inyectada en el 

citosol de la célula huésped, donde cataliza rápida y específicamente la 

desfosforilación de algunas proteínas del macrófago que son necesarias para llevar 

a cabo una fagocitosis normal (Andersson K., et al., 1996). 

En el caso de Salmonel/a ssp., un género bacteriano que infecta una amplia 

variedad de vertebrados, causándoles un amplia variedad de enfermedades 

gastroenteritis, fiebre entérica, septicemia, entre otras (Galán JE., 1996; House D.,et 

al., 2001), poseen el sistema de secreción tipo 111, el cual es codificado por 2 grupos 

de genes distintos llamados SPl-1 y SPl-2 (de las siglas en inglés Sa/monella 

pathogenecity island) 6 islas de patogenicidad de Sa/monella (Hueck C., 1998). Este 

sistema de secreción, es utilizado por Sa/monella typhimurium, para invadir células 

intestinales epiteliales no fagociticas. El solo contacto de S. typhimuri11m con la célula 

huésped, activa su sistema de secreción tipo 111, y subsecuentemente se liberan las 

proteínas efectoras (factores de virulencia) hacia el citosol de la célula huésped, en 

donde la estimulación de rutas de senalización intracelular producen una variedad 
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de repuestas como una reorganización en la actina del citoesqueleto y activación de 

factores de transcripción (Galán JE., 1996). 

Otro de los aspectos importantes en torno a este sistema de secreción, es 

que el conocimiento generado acerca del sistema de secreción tipo 111, ha 

proporcionado herramientas para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas y 

vacunales. Se han construido cepas de Salmone//a typhimurium atenuadas para 

liberar antígenos heterólogos, vía sistema de secreción tipo 111, capaces de inducir 

respuesta inmune mucosal y sistémica después de la administración oral (Kantele 

A.,et al., 1997; Levine M., et al., 1996). El empleo de bacterias atenuadas, ofrece 

ventajas como el ataque a células no-fagocíticas, tales como las células epiteliales 

de intestino (Galán JE., 1996; Rüsmann H., et al., 1998). 

1.1.5. Sistema de secreción tipo IV 

El sistema de secreción tipo IV, lo constituyen las proteínas capaces de 

transportar proteínas y DNA a través de la envoltura bacteriana hacia la célula 

huésped. Es el único sistema de secreción que puede transportar el DNA en forma 

de polímero (Christie PJ., et al., 1998). Ocurre en un solo paso y requiere de por lo 

menos de 11 diferentes proteínas (Sukhan A., 2000). Fue recientemente 

identificado en rutas de secreción proteica homologa a los sistemas de 

conjugación, en la exportación de la toxina pertúsica (PT) de Bordere//a pertussis 

(Weiss AA., et al., 1993; Covacci A., et al., 1997; Vogel JP., 1998; Segal G., et al., 

1998), así como en el sistema Vir B (6 pili VirB) de Agrobacrerium rumefaciens 
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(Christie PJ., 1997), en donde se facilita la translocación de T-DNA oncogénico en 

células vegetales. 

La mayoría de los sistemas de secreción tipo IV transfieren DNA teniendo 

como intermediario de la conjugación, ssDNA asociado a proteínas, y no DNA 

desnudo (Christie PJ., 1998). 

El transporte de DNA mediante el sistema VirB y otros sistemas conjugales 

se lleva a cabo en un solo paso desde el citoplasma hacia la cara externa de la 

célula. Se especula que el pili VirB regula el contacto célula-célula y proporciona un 

canal para la translocación del T-DNA en la célula huésped (Thanassi D., et al., 

2000). Sin embargo, en el caso de la secreción de la PT hay 2 pasos, primero las 

subunidades de la toxina, deben atravesar la IM vía sistema Sec y posteriormente 

ser translocadas a la cara externa de la célula (Burns Dl., 1999). Además este 

sistema implica la acción coordinada de 9 proteínas asociadas a las IM y OM. 

Por otra parte, es importante señalar que existen similitudes entre los sistemas 

de secreción tipo 111 y IV, las cuales son: 

1) Ambos sistemas requieren del contacto con la célula huésped. 

2) Necesitan acoplamiento de proteínas chaperonas. 

3) Elaboran pilis extracelulares ó filamentos que contribuyen a la translocación del 

sustrato. 

Otros ejemplos de proteínas secretadas por el sistema de secreción tipo IV son 

proteínas monoméricas como la primasa RecA, proteínas VirE2 y VirF de 

Agrobacterium tumefaciens y la proteína CagA de He/icobacter pylori (Christie PJ., 

1998). 

26 



1.1.6. Sistema de secreción tipo V: AUTOTRANSPORT ADORES. 

Es el sistema de secreción más reciente que se conoce y el que comprende 

una familia creciente de proteínas conocidas con el nombre de autotransportadores 

(ATs), (Henderson IR., et al., 2000b). En comparación con los otros complejos 

sistemas de secreción, los ATs representan un mecanismo de secreción simple, ya 

que aparentemente no necesitan de moléculas accesorias para translocar proteínas 

hacia la OM ó al medio exterior ya que ellos mismos dirigen el paso de la molécula 

por secretar (de aquí la designación del término autotransportador). Han sido 

identificados a lo largo del árbol evolutivo de las bacterias gramnegativas, 

transferidos de manera horizontal, lo que se ilustra claramente con el primer ATs 

descrito, la proteasa de lgA 1 (lgA 1 P) de Neisseria gonorrhoeae, y que también está 

presente en Haemophillis il?fluenza (Henderson IR., et al., 1998, 2000a, 2000b, 

2001). 

El modelo clásico de los ATs (fig. 4a) describe que las proteínas secretadas 

mediante este tipo de secreción (V), poseen 3 dominios: una secuencia señal N­

terminal, un dominio pasajero a. (que es la proteína madura por translocar 6 por 

secretar) y un dominio 13 (ó e-terminal). Este último dominio, posee 14 estructuras 

de hojas 13-plegadas antipáticas y que a su vez, conforman una estructura de 13-barril 

con un poro central por el cual pasa el dominio pasajero a., para ser translocado 

hacia la superficie celular. El carácter antipático de las hojas 13-plegadas permite al 

13-barril anclarse en la OM. (Henderson IR., et al., 1998; 2000). Por otra parte, el 

carácter hidrofilico del poro permite la translocación de un dominio pasajero 

(Klauser T., et al., 1990). 
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Existe una reestricción biofisica en este sistema de secreción, ya que el paso 

del dominio pasajero a través del poro, está limitado por las propiedades 

estructurales de la proteína (Henderson IR., et al., 1998). Aquellas estructuras 

terciarias formadas artificialmente como proteinas de fusión y que forman puentes 

de disulfuro, conduce a un plegamiento de la protelna, produciendo un bloqueo en 

el proceso de translocación, tal es el caso de la proteína DsbA. Sin embargo esto no 

ocurre en todos los casos, la secreción de polulanasa de K/ebsiel/a oxytoca, el 

intermediario periplásmico con puentes de disulfuro, es un prerrequisito para una 

translocación efectiva hacia la OM (Klauser T., et al., 1993). Más aún, algunos 

dominios pasajeros homólogos y heterólogos pueden ser translocados, aún después 

de ser plegados por chaperonas citoplásmicas (Veiga E., et al., 1999; Brandon LO., 

et al., 2001). 

Recientemente, una investigación sobre la oligomerización y capacidad 

para formar poros del dominio C de la proteasa de lgA1 (C-lgA1P) de Ncisseria 

gonorrhoeae, se descubrió que esta porción del ATs, se ensambla como una 

estructura oligomérica con un poro central hidrofilico y semejante a un anillo 

(formado entre los monómeros de estructuras p-barril) por el cual se secreta el 

dominio a. (Veiga E., et al., 2002). Estos hallazgos difieren del modelo clásico de 

los ATs básicamente, en que el modelo clásico describe una estructura única y 

monomérica, mientras que para el caso del C-lgA1P, se describe a una estructura 

oligomérica, cuyo conducto de translocación es aquel poro formado por todas los 

monómeros y no el poro central de cada p-barril monomérico descrito en el modelo 

clásico. 
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Resumiendo, la estructura de los ATs comprende: 

a) Secuencia señal, líder ó extremo N-terminal (indispensable para atravesar la IM), 

y que presumiblemente es removida después de que la proteína es translocada 

desde la IM hasta el espacio periplásmico, mediante la vía sec. (Henderson IR., 

et al.. 1998). 

b) Dominio a ó dominio pasajero (la proteína madura por secretar). 

c) Dominio 13 ó extremo e-terminal, el cual tiene la función transportadora y que 

además, se ensambla como un complejo oligomérico con un poro central 

hidrofílico (semejante a un anillo) a nivel de OM. Este poro sirve de conducto, 

para secretar el dominio pasajero. (Veiga E., et al., 2002). 

Para el caso de C-lgA1P, un mínimo de 6 monómeros se ensamblan para 

formar el complejo oligomérico (fig. 6b). El poro hidrofílico central, mide 

aproximadamente 2 nm de diámetro. 

Cuando el dominio pasajero atraviesa la IM, la proproteína autotransportadora 

existe como intermediario periplásmico. No se sabe por qué el intermediario 

periplásmico no es suceptible a la degradación enzimática a nivel de periplasma. 

Una hipótesis es que, el intermediario periplásmico forma un complejo con 

chaperonas periplásmicas ó que el mismo intermediario periplásmico tiene 

características de autochaperona, (Pugsley AP., 1993). Una vez que el dominio 

pasajero es translocado a la superficie bacteriana, el destino del dominio pasajero 

diverge: puede permanecer ligado a la OM, ó puede ser cortado por otras proteasas, 

6 ser liberado al medio exterior por un mecanismo autocatalítico (Henderson IR., et 

al., 1998). 
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Flg. 4. Modelos de autotninsportac:tores. A) Modelo c:l6slco. Una vez en •. 111 sec:uenda seftal - cortada y el dominio P 
se Inserta en la 0M en una estruc:b.lra de Jl-barril que blofiak:amente favorecida, forma - poro en 111 OM. El poro 
sirve de conducto para trllnsloc:ar el dominio pnajet'o. B) Modelo de eeawc:t6n tipo V (A~poltador) en el C­
lgAP de Nelsse"'1 KO.orrllone. Las protmfnaa ATs - ensamblan en la OM c:omo - complejo ol~o semejante • 
un anillo. Un minlmo de 8 monó- - enNmbllln en este c:ompMjo. El dominio P• .. • o ...._lnal estA dibujado 
como un óvalo; mlentr.s que el dominio C-tennlnal (transportador), -Ui l"epl'-ltlldo c:amo un c:lllndro -dado en la 
blc:apa llpldlc:a de la Oll. El dominio N-tennln .. , - transloc:ado del pertsil-• al medio enerno, mediante un poro 
central hldroflllc:o. (Tomados de Trends In llkroblology. 1"8. 8 (1): 370-378 y EllBO J. 2002. 21 (1): 2122-2131), 
..-pec:tJvamente). 
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En el caso del ATs AIOA-1 de Escherichia co/i, el dominio pasajero es cortado 

por una proteasa de OM, pero puede permaner en contacto con la superficie 

bacteriana, mediante una interacción no-covalente con el dominio p (Benz l., et al., 

1992). En el caso del ATs proteasa de lgA1 (lgA1P), el dominio pasajero de es 

liberado al medio externo, después de ser cortado proteolfticamente, (Pohlner J., et 

al., 1987). Cabe subrayar que el corte del dominio p está mucho más asociado con 

la función fisiológica de la proteína (Henderson-Nataro, 1998 ). 

Por otra parte, la capacidad que tienen los ATs, para translocar una amplia 

variedad de proteínas ó péptidos heterólogos (dominio pasajero) hacia la superficie 

celular, ha sido extensivamente aprovechada, ya que no se requiere de la 

participación de proteínas accesorias, además de que una las grandes ventajas de 

emplaear los ATs, es que los dominios pasajeros mantienen su antigenicidad y sus 

funciones biológicas. (Ruiz-Pérez F., et al., 2002). Ejemplo de ello es el uso de 

lgA 1-P y AIDA-1 para translocar la sub unidad B de la toxina del cólera en las 

superficies de Escherichia co/i y Sa/monella typhimurium (Klauser T., et al., 1993; 

Maurer J., et al., 1997; Lattemann CT., et al., 2000). 

Los trabajos realizados en nues~ro grupo de trabajo, constituyen otro ejemplo: 

el uso de la secuencia señal L TB fusionado al A Ts Misl de Salmonella typhimurium 

para translocar el péptido heterólogo NANP (Ruiz-Pérez F., et al., 2002). 

Otras aplicaciones de los autotransportadores incluyen: 

a) Desarrollo de vacunas orales usando cepas bacterianas recombinantes (vivas y 

atenuadas). 
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b) Construcciones de absorbentes bacterianos completos. 

c) Exporte de dominios proteicos para estudios de interacciones receptor-ligando. 

d) Exposición de péptidos para la creación de librerías. 

e) Exportación de proteínas biológicamente activas con fines terapéuticos y 

biotecnolégicos ( Lattemann CT., et al., 2000). 

1.2. Funciones de virulencia de los ATs. 

Se han identificado cerca de 40 proteínas con funciones autotransportadoras 

(Henderson IR & Nataro J, 2000). La gran mayoria son codificadas por genes 

sencillos, localizados en islas de patogenicidad (véase más adelante) y sus 

funciones como factores de virulencia están implicadas principalmente en procesos 

de proteólisis y adhesión. Algunas de las funciones de los dominios pasajeros que 

han sido caracterizadas, se enlistan en la tabla 2. 

Uno de los aspectos filogenéticos relevantes de los ATs es que, el hecho de 

que este tipo de secreción sea adquirido por un evento de recombinación sencilla 

horizontal, representa para la bacteria una gran oportunidad de incrementar su 

patogenicidad, ya que un factor de virulencia localizado en periplasma, al ser 

exportado por un ATs, se favorece la interacción directa con el huésped. Por otra 

parte, los géneros Neisseria y Haemophilus localizados en diferentes ramas del árbol 

evolutivo (Henderson IR., et al., 2001), poseen el ATs lgA1-P, el cual es un ATs 

capaz de cortar la región H de la lgA1 de secreción (lgA1s) y LAMP1 (una de las 

principales glicoproteínas integrales de membrana) propiedad que contribuye a la 

reproducción intracelular de la bacteria (Hauck CR., et al., 1997; Lin L., et al., 1997) 

además de exhibir propiedades inmunoestimulatorias contribuyendo 
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sustancialmente a la patogénesis de las infecciones por Neisseria, por inducción de 

la liberación de TNF-a y otras citocinas proinflamatorias (Jose J., et al., 2000: 

Lorenzen DR., et al., 1999). 

Otro ejemplo es el ATs de 120 kDa lcsA (6 VirG) de Shigel/ajlexneri, que 

causa diarrea por invasión directa del epitelio del colon, disparando una respuesta 

inflamatoria localizada. Una vez en el interior de la célula huésped, Shigel/a jlexneri 

lisa la vacuola fagocitica liberando su contenido hacia el citoplasma. Aquí la bacteria 

se establece en el citoesqueleto de la célula huésped para moverse de una célula a 

la siguiente. lcsA permite esta motilidad intracelular por medio de una continua 

polimerización de la actina, mientras que la bacteria se propaga hacia la célula 

adyacente (Sansonetti PJ.. 1991; Goldberg MB.. et al., 1993a, 1993b; 1995; 

Sansonetti PJ., et al., 1998) 
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Tabla 2. Funciones de los dominios pasajeros de los ATs. (Tomada de lnfect & lmmun. 2001. 69(3):1231-1243). 

Organismo 

Bordete//a spp 

Dichelobacter nodosus 

Escherichia coli 

H-mophillus in"uenz a 

Helicobacter muste/se 

Helicobacter pylori 

Moraxel/a catarrhalis 

Neisseria spp. 
Pasteure/IB haemolytica 

Pseudomonas ~uginosa 

Pseudomonas "uorescens 
Rickettsiales 

Salmone/la en~rica (serotipo 
typhimurium) 

SefTBtia marcesens 

Shigella flexneri 

Xenorhabdus luminescens 

Proteína 

Pel1actina 
BrkA 
TcfA 
Vag8 

BprV 
BpB 
AprV2 
BprX 

EspP 
Pet 
Sal 
Tsh 
Pie 
AIDA-1 
TibA 
Ag43 

Proteasa de lgA 1 
Hap 
Hia 
Hsf 

Hsr 

Vac:A 

UspA1 
UspA2 
UspA2h 

Proteasa de lgA 1 

Ssa1 
EslA 

PspA 
rOmpA 
ROmpB 
ApeE 

PrtS 
PrtT 
Ssp-H1 
Ssp-H2 
SepA 

Pie 
SigA 
lcsA 

PlaA 

Función 

Adhesina 
Resistecia a SUef'O 
Adheslna 
¿Adhesina? 

¿Elmtasa? 
¿Elmtasa? 
¿Elmtasa? 
¿Elmtasa? 

Toxina proteolltica 
Toxina proteolltica 
Toxina proteolltica 
Hemaglutinina/Unión a Hb 
Mucinasa 
Adhesina 
Adheslna 
AdhesinalformaciOn de 
Biopellculas. 

Corte de lgA 1 
Adtlesina/Proteasa 
Adhesina 
Adhesina 

¿Capa S? 

Toxina 

Adheslna 
Resistencia a suero 
Adheslna 

Corte de lgA1 

Proteasa 
Esteras a 

Adheslna 
Capa SI Adhesina 
Esterma 

Proteasa 
Proteasa 
Proteasa 
Proteasa 
Prot-al Invasión 
lnflam.:ión. 
Mucinasa 
Toxina proteolltica 
Mediador de motilidad intracelular 

Upas a 
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1.3. Factores de virulencia e Islas de patogenicidad. 

Los factores de virulencia de bacterias patógenas para el hombre, animales y 

plantas (adhesinas, toxinas, invasinas, sistemas de secreción proteica), son 

codificados por regiones particulares del genoma procariote, llamadas islas de 

patogenicidad (PAls) (fig 5). La mayoria se encuentran a nivel de cromosoma 

bacteriano, pero también se han identificado PAls en plásmidos bacterianos y fagos. 

Contienen particularmente genes que codifican integrasas, factores de virulencia y 

transposasas, entre otros. No están presentes en los genomas de las bacterias no-

patógenas, aún en especies muy relacionadas. También muchas de estas islas de 

patogenicidad, codifican funciones accesorias para la resistencia a antibióticos, 

propiedades implicadas en simbiosis. Su estructura, les permite transferirse 

genéticamente de manera horizontal (6 lateral), lo que genera nuevas variantes 

genéticas, variantes patógenas, además de contribuir en el proceso evolutivo de 

especies y en la adaptación de las bacterias patógenas. (Hacker J., et al., 2000). 

Isla de patogenicidad //----~ 

RNAt int virA virB 

1 1 1 Bacteria patógena 

.. 
DR 

RNAt - Bacteria no patógena 

--+ 
Fig. 5. Modelo de una isla de patogenicidad bacteriana. Los cuadros oscuros representan a los genes. Las flechas indican la 
presencia de repeticiones directas (OR) en los extremos de la isla de palogenlcidad. Las abreviaciones son: gen de la 
integrasa (lnt), gen-asociado a virulencia (vir), gen de movilidad (mob), gen de pseudomovilidad (Mlob). Cllbe mencionar que 
el gen mob también codifica para integrasas, transposasas y otras protelnas implicadas en la movilidad del genoma 
procariótico. Tomado de Annu Rev Microbio/. 2000. 54:641-649. 
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En el caso de la bacteria gramnegativa Salmonella entérica, responsable de 

una variedad de enfermedades, incluyendo gastritis y fiebre tifoidea, dependiendo 

del serotipo, algunas de estas enfermedades son causadas por los determinantes de 

patogenicidad. Estos determinantes 6 factores de virulencia están agrupados dentro 

de las islas de patogenicidad que, para el caso de Salmonella spp., reciben el nombre 

de SP/, (por sus siglas en inglés). Se han identificado 5 SPI (Blanc-Potard AB., et 

al., 1999). Las características de cada una se agrupan en la tabla 3. 

SPI Localización Tamaño Funciones que codifica 
40kb Adhesión e lnvaslOn a c61ulas 

epiteliales 
SPl-1 Inducción de apoptosis en 

63min macrófagos 
Inducción del reclutamiento de 
macrófagos. 
lnducciOn de la secreciOn de ftuido 
intestinal. 
Sistema de secreciOn tipo 111 

31 mln, rlo abajo del tRNA de 40 kb Sobrevivencia dentro del macrófago 
SPl-2 valina. lnfecciOn sistémk:a. 

Sistema de secreción tino 111 
17 kb Sobreviwmcia dentro del macrófago 

(gen responsable: mgtC), virulencia 
SPl-3 82 min ,después del gen selC en ratón. 

Codifica para el ATs Mis L 
Codifica un total de 10 genes, 2 de 
elos tienen homologta con otros 
factores de virulencia. 

SPl-4 92min 27 kb Sobrevivencia dentro de macrOfaao 
SPl-5 20 mln, rlo abajo del tRNA de ? Enteropatog6nesis 

ser in a. 

Tabla 3. Caracterlsticas generales de las islas de patogenicidad de Salmont!lla entérica (SPI). Datos obtenidos de Joumal of 
Bacteriology, 1999. Vol 181(3): 998-1004, lnfection and lmmunity Vol. 66(10): 4579-4587 y CeH Mol Life Sci 2000 Vol. 57: 
1033-1049. 
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1.4. El autotransportador MisL de Salmonel/a typlrimurium. 

Recientes investigaciones han identificado la proteína de membrana de 

inserción y secreción (Mis L), que hasta ahora, es el único autotransportador que se 

conoce en Salmonella typhimurium. El gen que codifica esta protelna se encuentra 

dentro de la SPl-3, un aspecto muy importante que podrla colocarlo dentro de los 

factores de virulencia, (Blanc-Potard AB., et al., 1999; Henderson IR., et al., 2001). 

Por otra parte, Misl exhibe una importante similitud con otros ATs como, 

AIDA-1 y lgA1-P (Jose J., et al., 1995; Maurer J., et al., 1997), siendo el extremo 

e-terminal (C-Misl) el dominio J3 translocador y la región donde se presenta el alto 

grado de homología. 

En base a estos datos, Ruiz-Pérez F y colbs., demostraron que el dominio J3 

de MisL, puede translocar y exponer el epitopo heterólogo inmunodominante de 

células B conocido como proteina circunsporozoltica (CSP) de l'lasmodiumfalciparum 

y la repetición central de ésta ( el péptido NANP), hacia la superficie de Salmonel/a 

entérica serotipo Typhimurium (serotipo Typhimurium SL3261) y serotipo Typhi 

(Serotipo Typhi CVD908). Los antigenos heterólogos (CSP y NANP) indujeron una 

respuesta inmune especifica y de tipo humoral en ratones BALB/c. Los anticuerpos 

producidos por estos ratones después de la infección, fueron capaces de reconocer 

la CSP nativa de esporozoítos de l'/asmodium fa/ciparum (Ruiz-Pérez F., et al., 

2002). 
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1.5. La proteína ShdA. 

El gen shdA, recientemente identificado, específicamente en Sa/monella 

entérica subespecie 1. Se encuentra localizado en una isla de patogenicidad a 55 

min (localización diferente de SPl-1, SPl-2 y SPl-3). No se encuentra en Salmonel/a 

entérica subespecies 11-Vll ni en S. bongori. El producto del gen es una proteína 

llamada ShdA, cuya secuencia aminoacidica muestra homología con proteínas de 

membrana externa de la familia de los ATs, tales como AIDA-1 de Escherichia co/i, 

lcsA (VirG) de Shigellajlexneri. 

Presenta una homologla de un 34% con el extremo e-terminal de AIDA-1 

(440 aminoácidos); un 36% de identidad con el extremo e-terminal de MisL y un 

30% de homología con lcsA de Shigel/a flexneri (353 aminoácidos). El extremo N­

terminal de ShdA (aminoácidos 61-1558) no mostró homología a los otros dominios 

de los ATs anteriormente citados, por lo que esta homología está limitada al extremo 

e-terminal de ShdA (aminoácidos 1560-2036) (Kingsley RA., et al., 2000). El grado 

de homología entre los dominios e-terminal de ShdA con respecto a los ATs AIDA-1 

y MisL, se esquematizan en las figuras 6a y 6b, respectivamente. 

Poco se conoce acerca de la función de ShdA. Se sabe que ShdA contribuye 

en la eficiencia y prolongación del período de eliminación de bacterias en heces 

fecales. La inactivación mutacional de ShdA no altera el Indice de mortalidad 

inducida por la infección en ratones. La delación ó las mutaciones por inserción en 

el gen shdA, ocasionan una reducción en el número de bacterias recuperadas de 

las heces fecales del ratón y también una reducción en el período de eliminación de 

las bacterias. También se ha encontrado que ShdA es una proteína necesaria para 

38 



la colonización en las paredes del ciego y su contenido, y también necesaria para la 

persistencia de s. typhimurium en el intestino del ratón. Por otra parte, el hecho 

de que los dominios N-terminales de lcsA y AIDA-1 (lcsA-N, AIDA-1-N 

respectivamente) se unen a macromoléculas en las células intestinales del 

huésped, por ejemplo, lcsA-N se une a vinculina, mientras que AIDA-1-N se une a 

las células epiteliales mediante un receptor no identificado (Benz 1, et al., 1989; 

Bernardini ML., et al., 1989), llevó a investigar si el dominio N-terminal de ShdA 

podía reconocer su propio receptor a nivel de intestino. Kinsgley y colaboradores, 

determinaron el receptor de ShdA en el intestino de ratón y encontraron que se trata 

de una proteína semejante a la fibronectina (una glicoproteína de 220 kDa). 

Adicionalmente, observaron que ShdA es una proteina localizada en la superficie 

bacteriana, lograron inducir su expresión en condiciones in vivo, pero no en 

condiciones in vitro. Concluyen que ShdA es una proteína de OM que se une a 

una molécula semejante a fibronectina a nivel de intestino (Kingsley RA., et al, 

2002). 
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AIDA-1 840 LNPTKESA--GNTL TVS-NYTGTP-GSVISLGGVLEGON-SLTORLWKGNTSGQSOIVYV 
ShdA 1549 TMTSGSSSSTPGNTL Y-VOG-NYTGMGGS-L YLNT-VL-GOODSATOKLVIT -GDASGTTD-L YI . . . . . . . . . 
AIDA-1 897 NEVGSGGOTROGINllS-VEGN-SDA-EFSLKNRWAGA YVYTLQKGNESGTONKGWYL TSH 
ShdA 1607 NGIGOGAQTTMGIEWO-VGGVSTSDAFE-U<NEVNAGL-YTYRL-YWNESD-ND-WYLASK 

AIDA-1 956 LPTSOTR . 
ShdA 1664 -AQSOOODSGGDDTPSOGGOOGGNVTPPOOGGOGGNVTPPDOGGOGGDVTPPOHGGOPAPQ 

AIDA-1 965 YRPENGSYAT-NMAL-ANSLFLMO-LNERKQFRAMSONTQPESASWVMKIT -GGISSGKLNOGQ 
ShdA 1725 YRA-DIGAYMGNOWMARNLQ-MQTL YDR---EGSQYRNA-OGSWVARFKAGKAESEA VS-GN 

AIDA-1 1026 NKTTTNQFIN-OLGGOIYKFHAE-OLGDFTLGl-MGGYANAK--GKTINYT -SNKAARNTLO 
ShdA 1782 IDMDSNYSQFQLGGOILAWGNGQ-OSVTVGVMASYl-NAOTDSTGNRGAOGSQFTSSGNVD . . . . . 
AIDA-1 1087 GYSVGVYGTWYONGENATGLFAET-WMQYNWFNASVK-GOGLEEEKYNLNGL TASAGG-GYNL 
ShdA 1842 GYNLGVYATWFADAQTHS-GAYVDSWYQYGFY-NNSVESGDA-GSESYOST AN--AVSLETGY-

AIDA-1 1149 NVHTWTSPEGITGEFWLQPHLQAWVMGVTPDTHQEONGTWQG-AGKNNIOTKAG-IRASWK 
ShdA 1902 --RYOIALSNGNTVSLTPQAQVWVONYSADSVKONYGTRIOGQOGDSWT-TRLGLR--

AIDA-1 1210 UVKST-LDKVTGRRFRPYIEANWl-HNTHEFGVKMSDVSQL-LSGSRNOGEIKTGIEG-VITON 
ShdA 1956 -VOGKL YKGSRTVIQ-PFAEANWLHTSOOVSVSF-DDATVKQOLP-ANRAELKVGLQAOllOK-

• . . . 
AIDA-1 1275 N-SVNGGVAYOAGGHGSNAISGALGIKYSF-
ShdA 2016 QWSVRAQVAGQTGSNDFGDLNGSLNLRYNW 

Flg. &a. Alineamiento de las secuencias amlnoacldlcaa de loa ATa AIDA de Escltwichia col/ y ShdA de S.l•o-uo 1J'P•úrt11riM11L 
El anAllals con el programa ALIGN versión 1.0. Se encontró homologla (") en 142 amlnoicldoa (con respecto a la secuencia 
de AIDA-1), equivalente a un 31.7% a nivel del dominio C-tennlnal. 
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ShdA 
MisL 

ShdA 
MisL 

ShdA 
MisL 

ShdA 
MisL 

ShdA 
MisL 

ShdA 
MisL 

ShdA 
MisL 

ShdA 
MisL 

ShdA 
MisL 

1549 
446 

1609 
506 

1668 
563 

1716 
623 

1764 
683 

1823 
743 

1883 
799 

1943 
859 

TMTSGSSSSTPGNTL YVDGNYTGNGGSL YLNTVLGDDDSATDKL-VITGDASGTTDL YING 
SHEDGEPWOTL TINED-YVGNGGKLVFNTVLNDDDSETDRLQVLGNTSGNTFVAVNN 

IGD-GAQTTNGIEVVDVGGVSTSDAFELKNEVNAGL YTYRL YWNESDNO\NYLASKAQSDD 
IGGAGAQTIE-GIEIVN-VAGNSNG-TFEKASRIVAGAYDYNW--OKGKN-WYL TSYIEP-DE 

D-DSGGDDTPSDGGDDGGNVTPPD DGGDGGNVTPPDDGGDGGDVTPPDH 
PllPDPVDPVIPDPWPDPVDPDPV-DPVIPDPVIPDPVDPDP-VDPEPVDPVIP-DPTIPDI . . . . . 
GGDVAP--QYRADl-GAYMGNQWMARNLQMQTL YDREG-SQYRNA---DGSVWAR 
GQSDTPPITEHQFRPEVGSYLA-NNYA-ANTLF-MTRLHDRL-GETQYTOMLTGEKKVTSLWMR . . . . 
FKAGKAESEAVSGNIDMDSNYSQFQLGGDIL-AWG-NGQQSVTVGVMASYl-NADTDSTGNR 
NVGAHTRFNDGSGQLKTRINSYVLQLGGDLAQWSTDGLDRWHIGAMAGYANSQNRTLSSV . . . . . . . 
GADGSQFTSSGNVDGYNLGVYATWF-ADAQTHSGAYVDSWYQYGFY-NNSVESGDAGSESYD 
--SDYHSRGQVTGYSVGL YGTWYANNIDR-SGA YVDTWML YNWFDNKVMGODQAAEKYK 

STANAVSLETGYRYDIAL-SNGNTVSL TPQAQVVWQNYSADSVKDNY-GTRIDGQDGDSWIT 
SKGITA-SVEAGYSFRLGESAHQSYWLQPKAQVVWMGVQADDNREANGTLVKDDT-AGNLLT . . . . 
RLGLRV-DGKLYKGSRTVl--QPFAEANWLHTSDDVSVSFDDATVKQDLPA-NRAELKVG 
RMGVKAYINGHNAIDNDKSREFQPFVEANWIHNTQP·ASVKMDDVSSDMRGTKNIGELKVG . . . . . . . . . 

1999 LQADIDKQWSVRAQVAGQTGSNDFGDLN-GSLNLR-YNW 
919 IEGQVTPRLNVWGNVAQQVGDTGYSDTQGMLGMKYSF 

Flg. 6b. Allneamlento de las secuencias aminoKldicas de los AT• MisL '/ ShdA de S•l•o-U• IJ'Pll'-•rlM-. El •n61isls se llevó 
a cabo con el programa ALIGN versión 1.0. Se encontró homologia (*)en 517 aminoicidos (con respecto a la secuencia de 
ShdA), lo que representa una homologia del 32.3% en el dominio e-terminal. 
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2.0. Justificación 

La identificación del gen shdA dentro de una SPI, asl como las funciones 

descritas anteriormente, sugieren que se podría tratar de un factor de virulencia que 

utiliza Salmonel/a 1yphimurium para colonizar y permanecer dentro de las célula 

huésped. Aunque se ha sugerido que se trata de un autotransportador, debido a 

que presenta homologia con los ATs AIDA-1 y Misl; esta función aún no ha sido 

explorada. Por esta razón, el presente trabajo está destinado a demostrar que 

ShdA puede translocar péptidos heterólogos hacia la superficie bacteriana y que por 

lo tanto, es un autotransportador. 
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3.0. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo general. 

Evaluar la capacidad del dominio p de la proteína ShdA para translocar el péptido 

heterólogo NANP y/o la proteína CSP, hacia la superficie de Salmonel/a typhimurium. 

Objetivos específicos. 

1. Extraer proteínas totales y de periplasma de las cepas bacterianas de Salmonel/a 

typhimurium SL3261, que contienen los plásmidos que codifican bajo el promotor 

pnirB, la proteína de fusión que contiene la señal de tráfico periplásmico L TB, el 

dominio p de ShdA, el péptido heterólogo NANP y/6 la CSP. 

2. Evaluar la expresión del péptido heterólogo NANP y/o la proteína CSP de 

Plasmodiumfa/ciparum, mediante SDS-PAGE y ensayo tipo "Westem-blot''. 

3. Comparar la expresión del péptido heterólogo NANP y/o la CSP en extractos de 

proteínas totales y extractos de periplasma. 

4. Evaluar la expresión del péptido heterólogo NANP y/o la CSP en la superficie de 

Salmonella typhimurium 

citometría de flujo. 

SL3261, mediante inmunoflurescencia indirecta y 
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4.0. METODOLOGÍA 

4. 1. Cepas bacterianas. 

Se utilizaron cepas recombinantes atenuadas de Salmonel/a entérica serotipo 

Typhimurium SL3261, mutante ~aroA::Tn 10 (Hoiseth SK., et al., 1981). Todas las 

cepas empleadas en el presente trabajo, fueron amablemente proporcionadas por la 

Dra. Araceli Santiago Machuca y el Dr. Fernando Ruiz Pérez. 

La tabla 4 muestra un resumen de las caracterlsticas particulares de los 

plásmidos, sin embargo es necesaria una descripción detallada que a continuación 

se presenta: 

1 . Plásmido pnirBL TBsp. Contiene al promotor de la enzima nitrato reductasa 

(nírS) inducible en condiciones de anaerobiosis in vitro y la secuencia señal de 

translocación de péptidos hacia el periplasma de la subunidad B de la toxina 

termolábil de Escherichia coli (L TB) clonada río abajo del promotor pnirB. Ha 

sido utilizada con gran éxito en nuestro grupo de investigación (Ruiz-Pérez F .. et 

al., 2002). En el presente trabajo es empleado como control negativo. Posee un 

tamaño de 2425 pb. (Fig. 7a) 

2. Plásmido pnirBL TBP-ShdA. Además de tener el promotor pnirB inducible en 

anaerobiosis in vitro, contiene la secuencia señal de tráfico L TB clonada rlo 

abajo del promotor, seguido por un fragmento del dominio a de ShdA y el 

dominio p de ShdA, siendo este último, el extremo e-terminal común a los ATs 

AIDA-1, Misl e lcsA. Su tamaño aproximado es de 3591 pb. (Fig. 7b) 

3. Plásmido pnirBLTBP-ShdA NANP. Contiene la secuencia que codifica para la 

proteína de fusión conformada por LTB, 4 repetidos del péptido NANP 
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(Asparagina-Alanina-Asparagina-Prolina), (también abreviado como NANP4) y 

una forma truncada de la proteina ShdA, cuya expresión es controlada por el 

promotor pnirB. Tiene un tamaño aproximado de 3880 pb. Cabe mencionar 

que el péptido NANP, es el péptido central de la proteína circunsporozoítica 

(CSP) de Plasmodiumfalciparum, como se explicará más adelante.(Fig 7c). 

4. Plásmido pnirBLTB p-ShdA NANP-CSP. Este plásmido de 4550 pb, se deriva 

del anterior, pero adicionalmente, río arriba de Ji-ShdA, tiene clonada la 

secuencia que codifica para la CSP. Esta última, es una proteína, ácida de 40-

60 kDa, perteneciente al parásito Plusmodium fa/ciparum y que es especifica de 

especie y fase. Existe solo una copia del gen por parásito y la estructura 

general de la proteína es muy conservada, ya que contiene una región central 

constituida por repeticiones del péptido NANP. (Dame JB., et al., 1984; Enea V., 

et al., 1984). Esta unidad de repetición es el blanco central de la respuesta 

inmune humoral y son numerosos los trabajos que se han desarrollado para la 

generación de vacunas, cuya finalidad es de proteger contra el parásito. (Weiss 

WR, et al., 1989; Kumar S, et al., 1988; Zavala F, et al., 1986; Herrington DA, 

et al., 1987 ). Ver figura 7d. 

5. Plásmido pnirBL TB-MisL-NANP. Contiene el mismo promotor y misma 

secuencia señal que los anteriores. Su variante es que contiene los genes que 

codifican para una forma truncada de la proteína autotransportadora lfllisL de 

Salmonella y 4 repetidos del péptido heterólogo NANP. La localización principal 

de esta proteína quimérica dentro del acarreador bacteriano ocurre en OM. 

45 



¡ 
(Ruiz-Pérez F, 2002). En el presente trabajo funge como control positivo. (Fig. 

1 7e). 

j 

¡ 
l 

' Producto 
Plásmido Tamafto (pb) Promotor Comnonente principal esnerado (kDa) 

pnlrBLTBsp 2425 pnlrB Secuencl• .. ,.., de lr#lc:o No delectable 
LTB. 

pnlrBLTB pShdA 3591 pnlrB Secuencia. de LTB, un No delectable 
rr.a-to del dominio a y el 
dominio 8 de ShdA. 

pnlrBLTBNANP 3880 pnlrB Sec:uenci• de LTB, un 158.2 
PShdA rr.a-to del dominio a y el 

dominio p de ShdA seguido 
por la secuencia de 4 
.-Idos NANP. 

pnlrBLTBNANPCSP- 4550 pnlrB S.Cuenci• Nftall LTB, un 85.2 
PShdA rr.a-to del dominio a y el 

dominio p de ShdA, seguido 
de 4 repetido. NANP y 1• 
secuencia de ... form• 
trunc~a de la CSP. 

pnlrBLTB NANP MlsL 4015 pnlrB Secuenci- de 1• sella! L TB, 70 
del dominio p de MlsL y 1• 
Hcuencla de 4 repetidos 
NANP. 

Tabla 4. Caracterfsllcas generales de los plémldos. Los lamanos de los plásmldos son aproxlm~os. 
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Esquemas de los plásmidos: 

Col E1 

Nde 1 L TB Nhe l/Xba 1 

·re ~~NANP, 
pm ~~rnrBL TBNANr:~hdA 

J~-ShdA 

A 
r (3880 pb) 

mp (e) 

. 
-- __ - . .-- BamH 1 

Co1E1 

Eco R 
1 

- ~-pnirBLTB 
NANPMisL 

4015 pb) 
Amo' (e) 

--------. 
Col E1 

LTB 

Col E1 

L TB Nhe l/Xbal 

CSP 

p ShdA 

Col El llamH 1 

PMisL 

Flg. 7. Esquema de la -tructura de loa P'*arnldoa pqaent.a en ... cepa de trabajo. 
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4.2. Condiciones de cultivo e inducción 

Las cepas (originalmente congeladas a -80ºC) fueron descongeladas y cultivadas 

3 veces de manera seriada en medio sólido Infusión cerebro-corazón (BHI agar) 

suplementados con 2µL de 2,3-ácido dihidroxibenzoico (DHB) (Sigma, St. Louis, 

Mo) y 3µL de ampicilina por cada mL de medio de cultivo. La incubación se llevó a 

cabo a 37ºC por 24 h en una incubadora Precision-Economy lncubator (Modelo 

5EG). Para poder inducirlas, a partir del tercer cultivo en medio sólido , se tomó una 

asada en condiciones de esterilidad, y se inocularon las cepas en 45 mL de medio 

líquido tioglicolato (un medio reductor que favorece la inducción de la expresión 

proteica de todas las cepas, ya que estas se encuentran bajo el control del 

promotor pnirB, el cual es inducible en anaerobiosis). Los 45 mL de medio 

tioglicolato, fueron suplementados con 135~1L de ampicilina y 90 µL de DHB al 

0.01 % . Se incubó a 37°C con agitación constante de 250 rpm en un aparato Orbit 

Lab-line Environ-ShakerR; hasta lograr un crecimiento bacteriano cuya densidad 

óptica 00540 nm de 1.0 (lo cual se logra aproximadamente en unas 6 horas). 

A fin de tener un control negativo de la inducción (cultivo generado en 

condiciones aeróbicas, no inductoras), paralelamente, los inóculos de e/u de las 

cepas, provenientes del tercer cultivo de fase sólida, fueron sembrados en 30 mL de 

caldo BHI suplementados con 90 µL de ampicilina y 60 µL de DHB al 0.01 %. Se 

incubaron las cepas a 37ºC y 250 rpm de agitación. 

) 
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4.3. Extracción de proteínas totales (PT). 

Se tomó una alícuota de 2 mL de cada uno de los cultivos inducidos y no 

inducidos y se centrifugó en una microfuga (modelo ALC 4214) a 6000 rpm a TºC 

ambiente. Se descartó el sobrenadante y el botón bacteriano se lavó 3 veces con 1 

mL de SSI. La pastilla bacteriana final, se resuspendió con 50µL de agua destilada y 

se adicionó 50µL de buffer muestra para proteinas (ver apéndice). Las muestras se 

desnaturalizaron por ebullición durante 1 O minutos, se dejaron enfriar, se pasaron 

por jeringa insulínica ó jeringa Hamilton ( a fin de homogenizar). 

4.4. Extracción de proteínas de periplasma. 

Los cultivos se centrifugaron a 6000 rpm por 1 O minutos a 4ºC en una 

centrífuga Sorvall T21. Se descartó el sobrenadante y el botón bacteriano se lavó 

3 veces con 20 mL de SSI. Se resuspendió el botón bacteriano en 1 O ml de sol. 

Tris-HCI pH 8.0 con 20% de sacarosa. Se incubó por 5-10 minutos a TºC ambiente y 

se centrifugó a 7000 rpm por 10 mina 4°C. El sobrenadante se descartó y el botón 

se resuspendió en 300µL de MgS04 5mM. Se incubaron los tubos a 4ºC (ó en hielo) 

con agitación por 1 O minutos. Los tubos se centrifugaron a 8000 rpm a 4ºC por 1 O 

min. Finalmente el sobrenadante (extracto periplásmico) se recolectó con una 

micropipeta de 1mL con el cuidado de no tocar el botón. El extracto periplásmico 

(""'300 µL) se concentró en una vacufuga eppendortR hasta los 50 µL. Después se 

adicionó 50 µL de buffer muestra para proteínas, se sometió a ebullición por 1 O min, 

se dejaron enfriar las muestras y se pasaron por jeringa (a fin de homogeinizar). 

Dado que se degradan rápidamente las proteínas de periplasma, se procedió a 
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separarlas inmediatamente en un gel de poliacrilamida en condiciones reductoras 

(SDS-PAGE), 

4.5. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones 

reductoras (SDS-PAGE). 

Las muestras de proteínas cuya concentración aproximada es de 30~1g/ml, se 

separaron en un gel de poliacrilamida al 12.5% y al 7.5%, en condiciones reductoras 

según el método de Laemmli (Laemmli UK., 1970). La separación fue llevada a 

cabo en una cámara de electroforesis vertical BioRad (modelo Mini-Protean 3 Cell). 

El gel de poliacrilamida consta de 2 partes: el gel de resolución (resolving gel) en la 

parte inferior; y el gel de empaque (gel stacking) en la parte superior. Las 

composiciones de ambos se encuentran en el apéndice. Se utilizó buffer de 

corrimiento Tris-Glicina y las condiciones del corrimiento fueron a 35 mA por una 

hora. De los 2 geles resultantes, uno se fijó (por 3 horas), se tiñó con colorante azul 

de Coomassie por 30 min y se decoloró hasta obtener una visualización nitida ó 

clara de las bandas de las proteinas. Finalmente el gel de poliacrilamida se secó en 

medio de una membrana (Gel drying Promega) que se encuentra en un soporte de 

.acrílico. 

Por otro lado, el segundo gel de poliacrilamida, fue de utilidad para realizar el 

ensayo tipo Western-blot. 

50 



4.6. Ensayo tipo Westem-Blot (lnmunoelectrotransferencia). 

las proteínas separadas por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana 

de nitrocelulosa 6 de nylon cargada positivamente (Boehringer-MannheimR), usando 

una cámara vertical de transferencia (BioRad Mini Trans-Blot Cell 2005). la 

tranferencia fue llevada a cabo a 150 V por una hora. Posteriormente, la 

membrana fue bloqueada con PBS-leche al 5% por 2 horas. Se lavó con 1 O ml de 

PBS 1 X. Se incubó durante toda la noche con 1 Oml del anticuerpo monoclonal 

2 A 1 O (amablemente donado por la Dra. Elizabeth Nardin, Departament of Medical 

and Molecular Parasitology. University School of Medicine, New York. USA.) en una 

dilución 1:1000. Se realizó un lavado con 10 ml de PBS-Tween al 0.1% y dos 

lavados con PBS 1X. Se adicionó el segundo anticuerpo (anticuerpo conjugado), 

una lgG de cabra contra lgG de ratón conjugado con peroxidasa de rábano (lgG 

goat-antimouse HRP) diluido 1: 1000. Se incubó durante 2 horas. Nuevamente se 

realizó un lavado con 1 O ml de PBS-Tween al 0.1 % y dos lavados con PBS 1 X. 

Todas las incubaciones y los lavados se realizaron en un horno de hibridación 

Amersham Pharmacia Biotech, a l"°C ambiente y a 25 rpm. Finalmente se reveló 

con peróxido de hidrógeno y 4-cloro-1-naftol, (ver apéndice). la reacción se detuvo 

con agua destilada ó PBS. 

4. 7. lnmunoflurescencia indirecta 

Se cultivaron las cepas bajo condiciones reductoras (anaerobiosis) hasta 

lograr un 0.0540 nm de 1.0. Se tomó una alícuota equivalente a 1X108 bacterias, se 

depositó en tubo eppendorf de 1.5 ml. Se lavó tres veces con PBS 1 X estéril, 
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centrifugando a 6000 rpm en cada caso. El botón bacteriano se resuspendió en 60 

µL de Ac Mo 2 A 1 O dilución 1: 1 OO. Se incubó durante 1 hora a 37ºC con agitación 

constante. Se lavó dos veces las bacterias con 1.5 mL de PBS 1X estéril, 

centrifugando a 6000 rpm en cada caso. El botón bacteriano, se resuspendió con 60 

µL del segundo anticuerpo, una lgG de cabra antiratón-FITC (conjugada con 

isotiocianato de fluresceina) en una dilución 1: 1 OO. Se incubó a 37ªC con agitación y 

en la oscuridad. Se centrifugó a 6000 rpm y el botón bacteriano se lavó dos veces 

con PBS 1X para retirar el exceso del segundo anticuerpo sin reaccionar. Al final el 

botón bacteriano se resuspendió en 500µL de PBS, se realizaron frotis en 

portaobjetos y se analizaron en microscopio de fluorescencia Olympus BX40. 

4.8. Citometría de flujo 

Se cultivaron las cepas bajo condiciones reductoras (anaerobiosis) hasta 

lograr un D.054onm de 1.0. Se tomó una alícuota equivalente a 1X108 bacterias, se 

depositó en tubo eppendorf de 1.5 mL. Se lavó tres veces con PBS 1X estéril, 

centrifugando a 6000 rpm en cada caso. El botón bacteriano se resuspendió en 60 

µL de Ac Mo 2 A 1 O dilución 1 :250. Se incubó durante 45 min a 37ºC con agitación 

constante de 250 rpm (aparato Shaker-Enviroment). Transcurrido lo anterior, se 

lavaron dos veces las bacterias con 1.5 mL de PBS 1X estéril, centrifugando a 6000 

rpm en cada caso. El botón bacteriano, se resuspendió con 60 µL del segundo 

anticuerpo, una lgG de cabra antiratón-FITC en una dilución 1:100. Se incubó a 37ºC 

con agitación y en la oscuridad por 30 minutos. Se centrifugó a 6000 rpm y el botón 

bacteriano se lavó dos veces con PBS para retirar el exceso del segundo 
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anticuerpo. Al final el botón bacteriano se resuspendió en SOOµL de PBS 1 X. 

Finalmente se analizaron las muestras en un equipo de Citometría de flujo Becton­

Dickinson, utilizando el Software CELLQuestR. 
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5.0. RESULTADOS 

Antes de explicar los resultados, es conveniente recordar que en el presente 

trabajo se emplearon 2 controles negativos: pnirBL TBsp y pnirBL TBJl-ShdA y un 

control positivo: pnirBL TBNANPJ3-Misl. El plásmido pnirl TBsp codifica únicamente 

para la secuencia señal L TB de la toxina B termolábil de EPEC, encargada de dirigir 

el transporte de las proteínas hacia el espacio periplásmico, pero carece de péptido 

NANP 6 proteína CSP heterólogos. El segundo control negativo empleado, 

pnirBL TBJ3-ShdA, es una contrucción que codifica para la secuencia señal L TB y el 

dominio beta del ATs ShdA. Contiene los elementos para translocar a periplasma y 

superficie bacteriana, pero no tiene péptido heterólogo ó proteína recombínante. 

Finalmente, pnirBL TBNANPJ3-Misl es un plásmido que codifica para la expresión y 

translocación a la superficie bacteriana del epitopo ó péptido heterólogo NANP 

mediada por el autotransportador Misl. Todos los plásmidos codifican para 

proteínas de fusión (excepto pnirBLTBsp). 

5.1. Evaluación de la expresión del péptido NANP y la CSP en proteinas totales 

Se cultivaron las cepas bacterianas en condiciones anaeróbicas para inducir 

la expresión de los antígenos heterólogos NANP y CSP, ambos bajo el promotor 

pnirB. Los resultados generados en extractos de proteínas totales, revelan la 

presencia de una banda de aproximadamente 60 kDa correspondiente al epitopo 

NANP fusionado al dominio J3 de ShdA (carril 4, fig 8A), mientras que en el caso de 

la CSP, (carriles 7 y 8, fig 8A) aparentemente encontramos una banda ligeramente 
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inferior con respecto a la expresada en pnir8 LT8 NANP MisL (carriles 5 y 6, fig. 8A) 

cuyo peso molecular es cercano a los 70 kDa. La expresión del epitopo NANP se 

confirmó mediante ensayo tipo Western-blot (fig 88), donde se pueden apreciar dos 

bandas en el caso de los extractos proteicos totales obtenidos de las cepas 

portadoras de pnir L T8 NANP (lShdA (carriles 3 y 4, fig. 88), probablemente una de 

ellas corresponde a una forma madura del péptido NANP, mientras que la otra 

podría tratarse de una forma inmadura. 

En el caso de la cepa portadora de pnirLT8 NANP CSP p-ShdA (carriles 7 y 

8, fig 88) encontramos solo una banda de aproximadamente 65 kDa. 

5.2. Comparación de la expresión del péptido NANP y la CSP en proteínas 

totales y de periplasma 

Para evaluar la localización subcelular de NANP y CSP. se obtuvieron 

extractos proteicos totales (PT) y de periplasma (Pm). De los resultados obtenidos 

en geles de poliacrilamida al 7.5%, se observa lo siguiente: la cepa pnir8L T8 

NANP(3-ShdA (carril 7, fig 9A) no expresa cantidad detectable a nivel de periplasma, 

en comparación con lo que se expresa en proteínas totales (carril 6, fig 9A). Esto 

podría indicar que la localización del péptido NANP en periplasma es transitoria, es 

decir permanece por poco tiempo en este compartimento, siendo translocado hacia 

la OM 6 superficie bacteriana. Resultados similares se obtuvieron en el caso de la 

cepa portadora de pnir8LT8NANPCSP p-ShdA (carriles 6 y 7, fig 98). Se realizó un 

ensayo tipo Western-blot, con muestras de PT y Pm con el fin de incrementar la 

sensibilidad y así detectar pequeñas cantidades de NANP y CSP. 
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En el caso de la cepa pnirBL TBNANPp-ShdA se identificó solo una banda en 

las muestras de Pm, mientras que las muestras provenientes de PT, se presentan 

dos bandas (carril 6, fig 10) solo una de ellas es idéntica a la encontrada en Pm 

(carril 7, fig. 10), es decir la de menor peso molecular y la que es probablemente la 

forma madura. La banda de mayor peso molecular en PT, podría ser la forma 

inmadura. 

En los resultados con la cepa pnirBL TBNANPCSP p-ShdA, se identificaron 2 

bandas y un barrido entre ellas, en muestras de PT en el ensayo tipo "Western-blof'. 

solo una de las bandas es idéntica a la banda presente en muestras de Pm. El 

barrido entre las 2 bandas de las muestras de PT, probablemente se debe a que la 

CSP se está degradando (carriles 8 y 9, fig. 10). 
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Evaluación de la expresión del péptido NANP y la CSP en pmteinas totales 
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Flg 8. Ev.lumc:lón de i. expresión del ~do NANP y de la CSP en extntc:tos de pramlnn totales en c:epms 
Inducidas (IND) y no lnducldea. (A) SDS-PAGE 7.5%, en el que M vl-lizll una bmndli de es kO. 
correspondientes • la protelM de fualón NANP p- ShdA (flecha rop). (8) Enuyo tipo MW..mm-tllot", que 
mela la sw-cla de UM blinda doble en loe carril• 3 y 4 correspondientes a las ce1M9 porDdoqs de 
pnlrBL TBNANPp-ShdA, mlentr8 que h-r molo una bMda en las cepas ~ de pnlrBL TB NANPCSpP­
ShdA (carrllea 7 y 8). C•rrtl 1) M•rc:ador de PM; carrll 2) pnlrBLTB ap (IND); carrtl 3) pnlrBLTBP-ShdANANP, 
carril 4) pnlrBLTBJl-ShdANANP (IND). c•rrtl 5) pnlrBLTBP .. lal.NANP, carrtl 8) pnlrBLTep-Mlal.NANP (IND), 
carrll 7) pnlrBLTB p-ShdA NANP CSP, carrtl 8) pnlrBLTB p-ShdA NANP CSP (IND). 
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Comparación de la expNsión de NANP y CSP en extractos proteicos totales 

(PT) y extractos proteicos perlplásm/cos (Pm). 
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Comparación de la expresión de NANP y CSP en e:xtntCfos proteicos totales 
(PT) y extractos proteicos periplásmicos (Pm) 
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Flg. 10. Wester~ot compmrativo donde se muestran las dlfwrenclas entre la e..,,_lón del epltopo hemrólogo NANP 'I 
la CSP recomblnante (fusionados al dominio p de ShdA) en pertplasma 'I en proleln• totales. Ot.Mv- que solo la 
forma madura (de menor peso molecular) de estos epltopos heterólogos es ••preeaci• • nivel de pertplasma. c.rrtl 
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NANP CSPp-ShdA (PT); carrll 9) pnlr LTB NANP CSP p-ShdA (Pm). 
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5.3. Evaluación de la expresión del péptido NANP y la CSP en la superficie de 

Salmonel/a typhimurium. 

Para demostrar que el dominio Jl de ShdA es capaz de translocar el péptido 

heterólogo NANP y/6 la CSP hacia la superficie bacteriana se llevaron a cabo 2 

técnicas: inmunoflurescencia indirecta y citometria de flujo. 

5.3.1. lnmunoflurescencia indirecta. 

La inmunoflurescencia indirecta es una técnica inmunomicroscópica que 

permite la localización de un antlgeno en un tejido 6 una célula. Si el anticuerpo 

primario (especifico contra el antlgeno problema) está marcado con una sustancia 

que fluoresce, llamamos a la técnica inmunofluorescencia directa. De otra forma, si 

el anticuerpo marcado con la sustancia fluorescente, es el anticuerpo secundario (6 

eventualmente terciario), la técnica es llamada inmunofluorescencia indirecta. Esta 

última fue realizada en el presente trabajo, ya que el anticuerpo marcado con 

isotiocianato de fluoresceina (FITC) es de tipo secundario. El anticuerpo monoclonal 

2 A10 (no marcado) funge como anticuerpo primario. 

Los resultados obtenidos por esta técnica, se representan a través de la 

figura 11. Los controles negativos, es decir las cepas portadoras de los plásmidos 

pnirBL TBsp (fig 11a). y pnirBLTBf}-ShdA (fig 11b), no poseen señal de 

inmunofluorescencia, ya que no portan el antígeno NANP ó CSP especifico para el 

Ac Mo 2 A10. La no fluorescencia en la cepa portadora de pnirBLTB fl-ShdA (fig. 

11b), nos ayuda a descartar la posibilidad de un falso positivo o la presencia de 
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alguna inespecificidad. Por otra parte, la cepa pnirBLTBNANP 13-ShdA (fig 11c) pone 

de manifiesto la expresión del péptido heterólogo NANP en toda la superficie de 

Sa/monella typhimurium. Similares resultados se obtuvieron con la cepa bacteriana 

portadora del plásmido pnirBL TB NANP CSP 13-ShdA (fig 11 d). 
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Evaluacl6n de la u,,,.al6n del epHopo NANP y de la CSP en la a...,,ncle de 
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5.3.2. Citometria de flujo 

La citometría de flujo permite separar y distinguir subpoblaciones de células 

en base a las características moleculares de superficie, que pueden comprender 

determinantes antigénicos ó complejos receptores (Kruisbeek A M, 1991 ). Los 

datos generados en una citometrla de flujo pueden representarse a través de un 

gráfico de puntos ó "dot-plot" (porcentaje de células positivas para un marcador 

específico) ó como histogramas (que evalúa la intensidad media de fluorescencia 

emitada por un marcador especifico). En la figura 12, se muestra el análisis por 

citometría de flujo de las cepas bacterianas utilizadas, en el panel a, se identifica y 

selecciona la población de estudio (R2) en función de su tamaño y granularidad. En 

los paneles b-f se analiza la intensidad media de fluorescencia (IMF) emitida por 

cada una de las cepas en estudio. Los controles negativos, cepas pnirBL TBsp 

(fig.12-b) y pnirBLTBJ3-ShdA (fig. 12-d) muestran una IMF basal de 4 y 60 

respectivamente. En la figura 12-d se puede observar el desplazamiento a la 

izquierda de la curva correspondiente al control negativo pnirB L TB p-ShdA, en 

comparación con el desplazamiento a la derecha de las cepas positivas para NANP: 

pnirB LTB NANP J3-ShdA (fig. 12-e) y pnirB L TB NANP CSP p-ShdA (fig. 12-f). 

Los gráficos de punto (figura 12 g-i) analizan el porcentaje de bacterias que 

expresan el péptido NANP en su superficie celular. Los datos porcentuales en la 

parte superior derecha de estos gráficos, indican que un 48.2% de las bacterias de 

la cepa pnirBL TB NANP J3-ShdA, expresan el antígeno NANP en la superficie celular, 

mientras que un 47.7% de las bacterias cepa pnirBLTB NANPCSP p-ShdA lo 

hacen. 
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Por otra parte, la figura 13 representa un histograma, donde se analizan 

simultáneamente las IMF de las poblaciones bacterianas que expresan el 

autotransportador p-ShdA. Una mayor IMF equivalente a 601 es detectada, cuando 

se trasloca la CSP hacia la superficie, con respecto a los resultados generados por 

la cepa que solo transporta el péptido heterólogo NANP (IMF= 508) hacia la 

superficie bacteriana de Sa/monel/a typhimurium. 
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6.0 DISCUSIÓN 

La identificación de los sistemas de secreción es necesaria para entender los 

procesos patogénicos inducidos por bacterias gramnegativas. De los 5 sistemas de 

secreción (1-V) descritos a la fecha en bacterias gramnegativas, el quinto sistema de 

secreción corresponde a una familia de proteinas llamadas autotransportadores 

(ATs). La gran mayoria de estas proteinas son codificadas por genes que se 

localizan dentro de las Islas de patogenicidad (Henderson IR & Nataro J, 2000) y 

algunas de ellas están asociadas con factores de virulencia, o inclusive algunas son 

factores de virulencia per se. 

La estructura primaria de los ATs es única y comprende 3 dominios: una 

secuencia lider N-terminal, un dominio pasajero a. (la proteina madura por 

translocar ó secretar) y un dominio Jl ó e-terminal (el dominio translocador). 

Consecuentemente, los ATs forman una estructura secundaria a base de hojas p­

plegadas. En 1998 se pensó en un modelo hipotético de los ATs, con una 

estructura terciaria conformada por un p-barril insertado en la OM, con un poro 

central por el cual pasa el dominio pasajero (ó dominio a) y se transloca hacia la 

superficie bacteriana (Henderson IR & Nataro J, 1998). Aunque los conceptos 

acerca de las estructuras primaria y secundaria que conforman a los ATs, siguen 

siendo válidos en la actualidad, no sucede lo mismo con el modelo del p-barril 

monomérico, ya que una investigación reciente sobre el dominio C de la proteasa de 

lgA (C-lgAP) de Neisseria gonorrhoeae, demostró que este dominio anclado en la OM 

posee actividad formadora de poro a través de un complejo oligomérico de 
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aproximadamente 500 kDa, el complejo oligomérico está conformado por 6 

monómeros de 13-barril, dando como resultado una estructura de forma anular con 

una cavidad central de 2nm y un diámetro exterior de 8 nm. El poro através del cual 

pasa el dominio pasajero, es aquel formado por los 6 monómeros y no el poro 

central de cada 13-barril (Veiga E., et al., 2002). Este mecanismo es muy similar al 

empleado por otros sistemas de secreción observados en secretinas y estructuras 

fimbriales (Thanassi et al., 1998 y Stathopoulos et al., 2000). 

Cabe subrayar que existen alrededor de 40 ATs (señalados en la tabla 2 ), 

entre los más estudiados se encuentran las proteínas AIDA-1 de Escheric:hia coli e 

lcsA de Shigel/a jlexneri. Adicionalmente, existen otros ATs que aún no han sido 

completamente caracterizados, tal es el caso del ATs Misl de Salmone//a 

typhimurium, descrito recientemente y que es codificado por un gen localizado 

dentro de la isla de patogenicidad SPl-3 (Ruiz-Pérez F et al., 2002). Muchas 

proteínas pertenecientes a la familia de los ATs, comparten homologia en su dominio 

e-terminal (la parte que se ancla en la membrana). Ejemplo de ello son los ATs 

Misl, AIDA-1 y una proteína llamada ShdA recientemente descrita. 

La proteína ShdA es el producto de un gen especifico de Salmone/la entérica 

subtipo 1 y se ha demostrado que está implicada en la prolongación del tiempo de 

eliminación de bacterias en las heces fecales del ratón (Kinsgley et al, 2000). 

Existen investigaciones destinadas a demostrar el papel de ShdA en la 

patogénesis inducida por Salmonel/a typhimurium, en las que se describe a ShdA 

como una proteína de 220 kDa, una vez que es expresada a partir del promotor 

pT7. En estos trabajos, se utilizó el dominio pasajero nativo de la proteína ShdA. 
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logrando inducir in vivo la expresión de la proteína, después de infectar ratones con 

Salmonella typhimurium. Sin embargo no lograron inducir in vitro la expresión de 

esta proteína. A este respecto, es importante señalar que la inducción in vivo de la 

expresión de ShdA, se debe a las condiciones de anaerobiosis presentes en el 

intestino. Más aún, encontraron que ShdA se expresaba en la superficie bacteriana 

e interactuaba con una proteína presente en el epitelio intestinal, muy similar a la 

fibronectina. Estos datos indicaron que la proteína ShdA está implicada en la 

colonización a nivel intestinal, aspecto patogénico que coloca a ShdA como un 

factor de virulencia de Salmonella (Kingsley R., et al., 2002). 

Por otra parte, el dominio carboxilo terminal (dominio beta) de ShdA es 

homólogo a los dominios e-terminales de los ATs AIDA-1 de E. co/i, lcsA de Shigella 

flexneri y MisL de Salmonella entérica serotipo Typhi y Typhim11rium, lo que sugiere 

una función semejante. Sin embargo, hasta la fecha no se ha demostrado 

experimentalmente una función autotransportadora de Shda. 

El objetivo del presente trabajo fue demostrar que el dominio carboxilo (ó p) 

de la proteína ShdA, posee actividad autotransportadora, translocando péptidos ó 

proteínas hacia la superficie bacteriana. El péptido heterólogo NANP y la proteína 

CSP fueron usados como dominios pasajeros; ambos se expresaron bajo control del 

promotor pnirB inducible en anaerobiosis in vitro y el cual ha sido utilizado en otras 

investigaciones con el fin de obtener una expresión estable de antígenos 

heterólogos en cepas vacunales de Salmonella (Chatfield SN et al, 1992). Los 

resultados obtenido.s en el presente trabajo acerca de la expresión de protefnas 

totales de las cepas recombinantes que expresan ShdA, demuestran que el péptido 
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heterólogo NANP fusionado al dominio 13 de ShdA aparece como un producto 

proteico de 58-60 kDa. En el caso de la proteína de fusión CSP, se observó un 

peso aproximado de 65 kDa. En la SDS-PAGE al 7.5%, se pudo observar un 

nivel adecuado de inducción en la expresión proteica, mediante condiciones 

anaeróbicas in vitro. Esto fue apoyado por los resultados generados de los 

ensayos tipo 'Western-blof', en los que la presencia de la proteina de fusión de las 

cepas pnirBL TB NANP 13-ShdA se manifestó como 2 bandas, que fueron más 

intensas en las cepas inducidas. En el caso de la cepa pnir BL TB 13-ShdA NANP 

CSP, el ensayo tipo "western-blot" realizado con extractos de PT reveló la presencia 

de la proteína de fusión, a través de una sola banda de 65 kDa, posteriormente los 

resultados del ensayo tipo "Western-blof' hecho con PT y Pm, se observa un 

barrido, lo que indicaría una probable degradación de la CSP. A este respecto, en 

trabajos realizados con la proteína de fusión p-MisLCSP (Ruiz-Pérez F., datos no 

pubicados), los ensayos tipo "Western-blot" han puesto de manifiesto a la CSP como 

una banda definida con un barrido, con un peso aproximado de 70 kDa. El barrido 

posiblemente se debe a un cierto grado de degradación de la proteina, algo 

también observado en Escherichia coli cepa pUC19CSP (Ruíz-Pérez F., et al., 

2002). 

La presencia de 2 bandas en los ensayos tipo "Western-blof' de extractos de 

PT y correspondientes a la proteína de fusión NANP¡3-ShdA, posiblemente se deba 

a que la protelna se sintetice como un zirnógeno ó una protelna precursora (una 

forma inmadura), que una vez cortada proteolíticamente se convierte en la forma 

madura que pasa a periplasma y que después se ancla en OM. En Escherichia 
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co/i, cada una de las proteínas periplásmicas y de OM, se sintetizan en el 

citoplasma como una proteínas precursoras y con una secuencia señal amino­

terminal. Esta secuencia señal dirige al precursor a un conjunto de proteinas que 

catalizan la translocación del precursor a través de la IM. Durante la translocación, 

la secuencia señal es proteoliticamente cortada, generando una forma madura de la 

proteína, que es transportada hacia otro compartimento celular (von Heijne G, 1990; 

Danese PN & Silhavy T J, 1998). Para apoyar la hipótesis de que la forma madura 

de la proteina de fusión, se encuentra en periplasma antes pasar a la superficie, 

adicionalmente se necesita analizar qué tipo de forma proteica se encuentra en la 

OM. 

Las metodologías empleadas en este trabajo permitieron demostrar que el 

dominio p de ShdA es capaz de translocar antígenos heterólogos. La citometría de 

flujo revela que la mayor IMF (601) se detectó en la cepa que expresa la proteina 

CSP (fig.13), pero esto no quiere decir que J3-ShdA sea más eficiente en el 

transporte de la protelna CSP en relación al transporte del péptido heterólogo NANP 

hacia la superficie celular. La diferencia podría explicarse en función de que la IMF 

es un parámetro directamente proporcional a la cantidad de antígeno de superficie. 

Adicionalmente, se debe considerar que el plásmido pnirB L TB NANP p-ShdA 

codifica para 4 péptidos NANP, en tanto que el plásmido pnirB L TB NANP CSP J3-

ShdA codifica 44 NANP (que constituyen la CSP). Lo anterior es confirmado al 

analizar los gráficos de punto, en donde se observa igual porcentaje de células que 

expresan el antígeno NANP en su superficie (48.2% para la cepa pnirB L TB NANP 

p-ShdA y 47.7% para la cepa pnirB LTB NANP CSP p-ShdA), (fig. 12 paneles h-i), 
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sugiriendo que el autotransportador ShdA no solo puede transportar a la superficie 

péptidos, sino también proteinas y con la misma eficiencia . 

Esta investigación demostró por primera vez la capacidad 

autotransportadora de p-ShdA. Sin embargo, falta analizar si este autotransportador 

es capaz de formar oligómeros, corno lo hace la C-lgAP (Veiga E., et al., 2002). A 

este respecto, cabe mencionar que los ATs presentan una substancial 

heterogeneidad, (Henderson IR & Nataro J, 1998) y no pueden comportarse de la 

misma manera. 
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7.0 CONCLUSIONES 

1. La protefna ShdA es un autotransportador (ATs), capaz de translocar péptidos 

heterólogos, hacia la superficie de Sa/monella 1yphim11ri11m, a través de su dominio 

(3, el cual presenta homologla con el dominio e-terminal de los ATs: AIDA, lcsA y 

Mis L. 

2. ShdA es el segundo autotransportador descrito en el género Salmonel/a (después 

de Misl). 

3. Péptidos y protelnas son transportados con igual eficiencia a través del 

autotransportador ShdA. 

73 



8.0 PERSPECTIVAS 

Esta proteína podría representar una nuevo sistema biotecnológico para el 

desarrollo de vacunas, basadas en la utilización de vectores vivos atenuados ó 

"acarreadores" de antigenos inmunogénicos. Además de las aplicaciones 

vacunales, también existen otras como la construcción de absorbentes celulares 

bacterianos, la producción de dominios variables de inmunoglobulinas, exportación 

de dominios proteicos para estudios de interacciones ligando-receptor, creación de 

bibliotecas de péptidos útiles para ensayos de especificidad de anticuerpos, así 

como la exportación de proteínas biológicamente activas para uso biomédico y 

biotecnológico. 
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9.0. APENDICE 

l. Medios de cultivos 

Caldo BHI CBIOXON) 

- Infusión cerebro-corazón ........................................................... 6.0 g 
- Peptona de carne ...................................................................... 6.0 g 
- Cloruro de sodio (NaCI) ............................................................. 5.0 g 
- Dextrosa .................................................................................... 3.0 g 
- Peptona de gelatina .................................................................. 14.5 g 
- Fosfato de sodio (Na3P04) ....................................................... 14.5 g 
-Agua destilada (cbp) ................................................................. 1000 ml 
Disolver 37g en 1 L de agua destilada. Ajustar el pH a 7.4 :!. 0.2 a 25°C. Esterilizar a 121°C 
por 15 minutos. 

BHI agar CBIOXON) 

- Infusión cerebro-corazón ........................................................... 6.0 g 
- Peptona de carne ...................................................................... 6.0 g 
- Cloruro de sodio (NaCI) ............................................................. 5.0 g 
- Dextrosa .................................................................................... 3.0 g 
- Peptona de gelatina .................................................................. 14.5 g 
- Fosfato de sodio (Na3P04) ....................................................... 14.5 g 
- Agar bacteriológico ................................................................... 1.5 g 
- Agua destilada (cbp) ................................................................. 1000 ml 
Pesar 37g de infusión BHI y adicionar el 1.5% de agar, aforar con 1 L de agua destilada. 
Ajustar pH a 7.1.:!:_ 0.02 a 25ºC. Esterilizar a 121ºC por 15 minutos. Cuando el medio de 
cultivo se encuentre aprox a 45ºC, suplementar con 3 µL de ampicilina y 2~1L de DHB 0.01% 
por cada mL de medio de cultivo. Homogeneizar y vaciar en cajas petri bajo condiciones de 
esterilidad. 

Tioalicolato CNIH tioalicolato base DIFCO) 

- (Bacto) Casitona ........................................................................ 15.0 g 
- (Bacto) extracto de levadura ...................................................... 5.0 g 
- Dextrosa ..................................................................................... 5.5 g 
- NaCI.. ......................................................................................... 2.5 g 
- L-cistelna ................................................................................... 0.5 g 
- Tioglicolato de sodio .................................................................. 0.5 g 
Pesar 29g y disolver en 1 L de agua. Llenar el frasco de cultivo % partes de sus capacidad 
para favorecer las condiciones de anaerobiosis. Esterilizar de 121º-124°C por 15 min. 
Cuando el medio de cultivo se encuentre frlo, suplementar con 3 µL de ampicilina y 2µL de 
DHB 0.1% por cada mL de medio decultivo, en condiciones de esterilidad. Cerrar 
herméticamente el frasco de cultivo para favorecer las condiciones de anaerobiosis. 

75 



Acido 2.3-dihidroxibenzoico CDHB) al 0.01%. 
- Ac. 2,3-dihidroxibenzoico (Sigma) ............................................... 0.01 g 
- Metanol absoluto (JT Baker) (cbp) ................................................ 100 ml 
Disolver el DHB en metanol, filtrar por membrana de 0.22µm. Guardar de preferencia en 
frasco ámbar y a 4"C. Abrir en condiciones de esterilidad. 

Ampicilina. <Sector salud) 
- Ampicilina ...................................................................................... 500 mg 
- Agua inyectable (cbp) .................................................................... 2 mL 
Disolver la ampicilina con 2 ml de agua inyectable. Agitar para homogeinizar perfectamente. 
Alicuotar en tubos eppendorf de 1 ml. Guardar a -20"C. 

11. Extracción de proteínas totales. 
Solución salina isotónica ó NaCI al 0.9% CSSll 
- NaCI. ................................................... 0.9 g 
- Agua destilada (cbp) ........................... 100 ml 
Pesar el NaCI, aforar a 1 L de agua. Esterilizar a 121ºC. 

Buffer muestra para protelnas. 
-Azul de bromofenol ................................................................................. 0.01 g 
-Glicerol (JT Backer). ...... ................ .............. ........... ............ .......... ........... 10 ml 
-SOS (grado electroforesis)...................................................................... 1 O g 
-Tris-base 200 mM disueltos en de Buffer stacking................................. 40 ml 
-Agua destilada (cbp) ................................................................................ 100 ml 
Disolver (a temperatura ambiente) todos los reactivos en 80 ml de agua destilada hasta 
homogenización completa. Aforar a 100 ml, alicuotar en volúmenes de 1mL y congelar a 
20ºC bajo cero hasta su uso. Al momento de usar. adicionar 50¡1L de 2-13-mercaptoetanol, 
mezclar por inversión. 

111. Extracción de proteínas periplásmicas. 
Sol. Stock de Tris-HCIC<hidroximetil)aminometano! 1 M. pH 8.0 
-Tris·HCI.. ............................................................................ 121 g 
-Agua destilada (cbp) .......................................................... 1000 ml 
Disolver el Tris·HCI en 800 ml de agua destilada, ajustar pH a 8.0 con ácido dorhldrico. Se 
necesitan aproximadamente 42 mL para ajustar a pH 8.0. 

Sol. 30mM Tris-HCI + 20% de sacarosa pH 8.0 
- Sol. stock de Tris-HCI .......................................................... 3mL 
- Sacarosa (Merk) ................................................................... 20g 
- Agua destilada (cbp) ........................................................ 100mL 

Sol. 1mM EDTA pH B.O 
- Na2 EDTA·2H20 ................................................................. 186.1 g 
-Agua destilada (cbp) ........................................................... 1000 ml 
Disolver el Na2 EDTA·2H20 en 700 ml de agua. Ajustar el pH hasta 8.0 con sol. 10 mM de 
NaOH. Aforar a 1000 ml. Guardar a temperatura ambiente. Si se cuenta con solución 
concentrada comercial 0.5 mM EDTA pH 8.0 GIBCO-BRL, disolver 1 parte de la solución 
concentrada en 4 partes de agua destilada. 
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Sol. 5mM de Mgso .. 
-MgS0 .. ·7 H20 ...................................................................... 70.5 mg 
-Agua destilada (cbp) ........................................................... 100 ml 
Oisover el sulfato de magnesio en 50 ml y aforar a 100 ml con agua destilada. Guardar a 
4"C hasta su uso. 

IV. SDS-PAGE 12.5% y 7.5% 
Colorante Azul de Coomassie al 0.25% para geles de protelnas. 
-Metanol absoluto (JT Backer) .............................................. 227 ml 
-Acido acético glacial (JT Backer).... ............... ..... .. .. ............. 45 ml 
-Agua destilada ..................................................................... 227 mL 
-Azul de Coomassie (R250) .................................................. 1.25 g 
Mezclar todos los reactivos y homogeinizar. Filtrar por gravedad en embudo con papel filtro 
Whatman No. 1. Guardar en frasco ámbar de preferencia a temperatura ambiente. 

Sol. Fijadora. 
-Metano! absoluto (JT Backer) .............................................. 45 ml 
-Agua destilada ..................................................................... 45 ml 
-Ac. Acético glacial.. .............................................................. 1 O ml 

Sol. decolorante. 
-Metanol absoluto .................................................................... 30 mL 
-Ac. Acético glacial.. ................................................................ 10 ml 
-Agua destilada ........................................................................ 60 mL 

Persulfato de Sodio CAPS> al 10% 
-Persulfato de sodio (SIGMA) .................................................. 0.1 g 
-Agua destilada (cbp) ............................................................... 10 mL 
Pesar la sal y disolver1a en el agua. Aforar a 10 mL Disolver hasta completa homogenización, 
alicuotar en volúmenes de 1 OO~tL Congelar a -20"C. 

Buffer de corrimiento C5X) pH 8.3. 
-Glicina...................................................................................... 94 g 
-Tris base.................................................................................. 15. 1 g 
-Oodecil sulfato de sodio (SOS), sol. al 10%........................... 50 mL 
-Agua destilada (cbp) ................................................................ 1000 ml 
Pesar los reactivos sólidos en balanza granataria. Disolver en 600 ml agua destilada. 
Adicionar los 50 ml de la sol. de SOS y ajustar a pH 8.3 con HCI 6 NaOH. 

Buffer de empaque Cstacking buffer) Tris 1M. pH 6.8 +SOS 0.27% 
-Tris............................................................................................ 12.11 g 
-SOS (grado electroforesis, Bio-Rad)....... ....... ... .... . .. ..... ....... ..... 0.8 g 
-Ac. Tricloroacético... .. . . ... .. . .. ..... .. . . . . . . . . . .. . . . .. .. . . . .. . .. .. .. . . . .. .. . . . .. . . . .. 2 ml 
-Agua (cbp) ................................................................................. 100 mL 
Disolver el Tris en 60 ml de agua. Ajustar a pH 6.8 con ác. tricloroacético. Adiciomar poco a 
poco el SOS, sin agitar para evitar la formación de espuma. Aforar a 100 mL Almacenar a 
4ºC. 

Buffer de resolución CResolving buffer) 1.5M Tris-base pH 8.8 
Tris·HCI (Sigma).......................................................................... 2.28 g 
Trizma-base (Sigma) ................................................................... 16.41 g 
Agua destilada (cbp) .................................................................... 100 mL 
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Disolver las sales en 50 ml de agua destilada. Ajustar el pH de 8.8 a 8.9 con HCI y NaOH. 
Aforar a 100 ml con agua destilada. 

Sol. de Acrilamida-Bisacrilamida 
-Acrilamida... .. .. . . . . . . . . .. .. .. . . . . . . . . . . .. . . . . . .. . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . .. . . ... .. . . . . . . . . 60 g 
-Bis-acrilamida ............................................................................. 1. 6 g 
-Agua destilada (cbp) ................................................................... 200 ml 
Disolver la bis-acrilamida en 100 ml de agua destilada con agitación constante. Adicionar la 
acrilamida. Disolver con agitación y a 45"C de temperatura. Aforar a 200 ml. Almacenar en 
frasco ámbar y a 4"C. 
Precaución: la acrilamida es neurotóxica, por lo que siempre debe ser manejada con 
guantes y cubrebocas. 

Resolving-gel 

Reactivo SDS-PAGE 7.5% SDS-PAGE 12.5% 
Acrilamida-Bisacrilamida al 30% 2.82mL 4.7mL 
Resolving buffer PH 8.8 3.0mL 3.0mL 
sos 10% 120 uL 120 uL 
Cloruro de sodio (NaCI) al 20% 240uL 240uL ·-Agua destilada 6.0mL 6.0mL 
Persulfato de amonio (APS) al 10% 60µL 60uL 
TEMED 12 uL 12 uL 

Sta k" e mo-oe 
Reactivo SDS-PAGE (cualquier %) 

Aoua destilada 7.0mL 
Stacklna buffer oH 6.8 1.25 mL 
Acrllamlda-Blsacrllamlda 30 % 1.3mL 
Peraulfato de sodio (APS) al 10% 50uL 
TEMED 811L 

El gel de pollacrtlamlda consta de 2 partes, el gel de reaoluclón (resolvtng gel) en la parte 
Inferior; y el gel de empaque (stacklng gel) en la parte superior. Ver figura la siguiente figura: 

Pozo 

Gel de empaque 

Gel de resolución 
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Preparar el gel de resolución, en un tubo falcon de 50 mL. Utilizar guantes en todo momento. 
Depositar las cantidades de los reactivos en el orden de aparición en la tabla, adicionar al último el 
TEMED, ya que este es el agente polimerizante. La mezcla anterior, se deposita en la cámara de 
electroforesis hasta llenar % partes de su capacidad. Inmediatamente, llenar hasta el tope de los 
vidrios de la cámara, con 2 mL de isopropanol. Lo anterior tiene como finalidad el evitar una superficie 
cóncava que interfiere con un buen corrimiento. La polimerización (solidificación) del gel resolving, es 
verificada con el gel residual en tubo falcan. Después de la polimerización, se lava con agua destilada 
la superficie del gel resolving. Se prepara el gel stacking de la misma manera que el resoving. El gel 
stacking se deposita sobre el gel resolving. lnmediatamnete y antes de que se polimerice. Se coloca 
el peine y la polimerización se verifica con el gel stacking residual en tubo falcon. Lavar los pozos con 
agua destilada con mucho cuidado. Adicionar el buffer de corrimiento a la cámara según las 
intrucciones del aparato. Cargar las muestras de protelnas. 

Marcador de pesos moleculares (preter'\ido) para protelnas. BiolabsR 

PROTEINA FUENTE Masa molecular •oarente (kDal 
MBP-1\.aalactosidasa E. coli 175 
MBP-paramiosina E. coli 83 
Glutamato deshidrogenasa Hlgado bovino 62 
Aldolasa Músculo de conejo 47.5 
Triosafosfato isomerasa Músculo de coneio 32.5 
fl-Lactoolobulina A Leche bovina 25 
lisozima Clara de huevo 16.5 
Aorolinina PulmOn bovino 6.5 

V. Electrotransferencia 

Buffer de transferencia (1X) pH 8.3 
-Glicina .......................................................................................... 2.9 g 
-Tris-base ...................................................................................... 5.8 g 
-SOS .............................................................................................. 0.37 g 
-Metanol absoluto .......................................................................... 200 mL 
-Agua destilada (cbp) .................................................................... 1000 mL 
Disolver la glicina y el tris-base en 500 mL de agua destilada con agitación constante. 
Adicionar el metano! y al último el SOS para evitar la formación de espuma. Ajustar a pH 8.3. 
Aforar a 1 L.. Guardar en frasco ámbar a 4ºC. 

La transferencia es llevada a cabo toda vez que se recupera uno de los geles provenientes de la 
SDS-PAGE. Entre los aspectos relevantes de ésta técnica, se encuentra el cuidado de colocar la 
membrana de nitrocelulosa y el gel de poliacrilamida, en contacto directo para que la dirección de la 
corriente electrica permita la transferencia de las bandas proteicas. En el presente trabajo, la 
transferencia se verificó, por la nltida visualización de las bandas correspondientes al marcador de 
pesos moleculares. 

VI. Ensayo tipo "Westem-blot" 

Buffer salino de fosfatos CPBS 1X) pH 7.2 -7.4 
-Cloruro de sodio (NaCI)... .. ..... .. ..... ............ .................................... 8.0 g 
-Cloruro de potasio (KCI)... ..... ... ..... ........... .. . .............. .................... 0.2 g 
-Fosfato di básico de sodio (Na2HP04).. ••• •• •• ••• •• ••• •• •• •• ••• •• ••• •• •• • •• •• •• • 1.44 g 

ESTATESIS NO SALE 
l!if'. ~ A B1R~ .. J()'1:~:r "-
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-Fosfato monobásico de potasio (KH2P04)... .... ........ ....... ........... ... 0.24 g 
-Agua destilada (cbp) ..................................................................... 1000 mL 
Disolver las 4 sales en 600 mL de agua, con agitación constante. Ajustar el pH de 7.2 a 7.4 
con HCI. Aforar a 1000 mL. Esterilizar por filtración con membrana 0.44 µm. No esterilizar 
por autoclave. Almacenar a 4°C ó temperatura ambiente. 

PBS- leche descremada al 5%. 
-Leche descremada (Nestlé") ......................................................... 0.5 g 
-PBS 1X (cbp) ................................................................................. 10 mL 
Disolver la leche descremada en 5 ml de PBS 1 X, después aforar a 1 O ml. Usar 
inmediatamente. 

Anticuerpo monoclonal 2 A 10 dilución 1:1000 
-PBS-leche descremada al 5% ....................................................... 5 mL (5000 µL) 
-Anticuerpo monoclonal 2 A10 ....................................................... 5 µL 
-Ampicilina (solución de trabajo) ..................................................... 100 ~1L 
Diluir 5~1L de anticuerpo 2 A10 en 5 mL de solución de leche descremada al 5%. Adicionar 
el antibiótico justo antes de la reacción. Recuperar y congelar a -BD°C. Se puede volver a 
usar hasta veces más. 

Segundo anticuerpo (Anti-lgG conjugado con peroxidasa de rábano) dilución 1:1000 
-PBS-leche descremada al 5% ....................................................... 5 mL (5000 ~1L) 
-Anticuerpo Goal anti-mouse lgG (H+L) Premium Quality 
Peroxidase labeled. Zymax (1 mg/mL) .......................................... 5 ~·L 

Diluir el anticuerpo en los 5 mL de la solución de leche descremda al 5%. No se necesita 
antibiótico ni de reciclaje. 

Sol. reveladora 
-1,4-cloro-a-naftol. ........................................................................ 30 mg 
-Metanol absoluto (JT Baker) ....................................................... 1 O mL 
-PBS 1X ........................................................................................ 50 mL 
-Peróxido de hidrógeno al 30% (H202) (JT Baker) ....................... 100 ~·L 

Disolver el 1,4-cloro-a-naftol en los 10 mL de metanol (Sol. A). Depositar en una caja de 
plástico, la membrana de nylon. Adicionar el PBS, la solución A y al último el H202 . La 
aparición de una banda morado-café se toma como positiva. La reacción tiene una duración 
máxima de 5 min. Detener la reacción con PBS 1X ó con agua destilada. Dejara secar la 
membrana. 

VII. lnmunofluorescencia indirecta 

Sol. salina isotónica 0.9% CSSI). 
Se puede utilizar la misma solución empleada en la extracción de protelnas totales. 

PBS 1X (estéril). 
Se puede utilizar la misma solución empleada en la técnica de Westem-blot. 

Anticuerpo 2 A10 dilución 1:500 
-PBS 1X (estéril) ........................................................................... 500 µL 
-Anticuerpo monoclonal 2 A10 .................................................. ·:·· 1 µL 
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Preparar el anticuerpo en uj tubo eppendorf de 1 ml. Diluir el anticuerpo en el PBS estéril. 
No adicionar antibiótico. Si se requiere de recuperarlo, centrifugar hasta 3 veces para eliminar 
el pellet bacteriano, congelarlo a -20"C. 

Segundo anticueroo <anti-lgG conjugado con isotiocianato de fluorescelnal dilución 1 : 100 
-PBS 1X (estéril) ........................................................................... 100 µL 
-Anticuerpo Goat anti-mouse lgG (H+L). FITC conjugate 
1.5 mg/ml. Zymax....................................................................... 1µL 

Diluir el anticuerpo en el PBS. No adicionar antibiótico. Cuando se incube con las bacterias, 
proteger de la luz, envolviendo los tubos de reacción en papel aluminio. 

VIII. Citometria de flujo 

Buffer salino de fosfatos <PBS 10Xl pH 7.2 
-NaCI. ........................................................................................... 137 mM 
-KCI. ............................................................................................. 2.7 mM 
-Na2HPO.c· 7H20... .. . . . .. .. .. . . . .. ............ .. . .. ..... .. .. .. . .. . . .. . ...... ... .... ... .. . 4. 7 mM 
-KH2PO.c....... .. .. ... .. . . . .............. .... .. . .. .. .. . .. .. .. . .. ... .. .. .. . .. .. .. . . ... .. . .... ... 1.4 mM 
-Agua destilada (cbp) ................................................................... 1000 ml 
Disolver las sales en 700 rnl de agua. ajustar el pH a 7.2 con NaOH y aforar a 1000 ml. 
Guardar la solución a 4°C. 

Anticuerpo 2 A10 dilución 1 :250 
-PBS 1X (comercial) ..................................................................... 500 ¡1L 
-Anticuerpo monoclonal 2 A10 ...................................................... 2 ¡1L 
Dilulr el anticuerpo en el PBS. Hacer esta dilución en un tubo eppendorf. Si se requiere de 
recuperarlo, no adicionar antibiótico, solo centrifugar 3 veces para eliminar el pellet 
bacteriano. Congelar a -20ºC. 

Segundo anticuerpo (anti-lgG conjugado con isotiocianato de fluorescelna) dilución 1: 100 
-PBS 1X (comercia ....................................................................... 100 ¡1L 
-Anticuerpo Goat anti-mouse lgG (H+L). FITC conjugate 
1.5 rng/rnl. Zymax. .. ..... .... . ...... ..... ............ .... ... ..... .... ..... ... .. ..... .... 1 ¡1L 

Diluir el anticuerpo en el PBS. Cuidar los tubos de reacción de la luz, protegiéndolos con 
papel aluminio. No recuperar este anticuerpo. 
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